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La fibrosis es un proceso reparativo normal que ocurre tras el daño tisular. En una
reparación normal., la fibrosis se inicia cuando los fibroblastos se infiltran en el área dañada.
proliferan y sintetizan los componentes de la matriz conectiva tisular. Esta restructuración del
tejido da lugar a la cicatrización y a una terminación ordenada de la respuesta fibrótica. Sin
embargo, en enfermedades fibróticas. como la formación de queloides cutáneos, esclerodermia
(esclerosis sistémica pro~resivat. a cirrosis hepática. la fibrosis pulmonar idiopática, las
enfermedades crónicas de rechazo de injertos. y la esclerodermia localizada, la fibrosis,
iniciada por causas variadas v muchas desconocidas todavía) no acaba de forma ordenada
y resulta en el desplazamiento del tejido funcional normal por una cantidad excesiva de matriz
tisular conectiva, produciendo la disfunción del tejido x’ del órgano (Berman & Duncan.
1989v
1.1.2. Etiolo2ía de la fibrosis hepát¡ca
La fibrosis hepática puede desencadenarse como consecuencia de una inflamación
crónica del hígado. Su etiología es muy diversa: tóxica. viral, inmunológica o parasitaria y,
menos frecuentemente, puede tener un origen metabólico o congénito.
El hecho predominante de esta fibrosis es el depósito excesivo de biomatriz
intercelular, que normalmente está presente en pequeñas cantidades: en el hígado fibrótico
aparecen los siguientes cambios:
- las moléculas de matriz extracelular se incrementan de 3 a 6 veces;
- entre estas moléculas, colágenos. proteoglicanos y glicoproteinas estructurales se elevan de
forma desproporcionada:
- hay cambios en la microcomposición de algunas de estas moléculas de t’onna específica.
Por ejemplo, varía el grado de hidroxilación de las cadenas a de los colágenos y el número
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y grado de sulfatación de los glicosaminoglicanos presentes en los proteoglicanos;
- existe una redistribución topográfica de la matriz extracelular dando lugar a una deposición
subendotelial temprana e importante del tejido conectivo en el espacio de Disse (fibrosis
perisinusoidal) y en otras zonas (fibrosis periportal. difusa y local) (Gressner, 1991).
Y FIBRONECTINA HEPARAS SELFATO
— ] rI~MINNA CWSDROITIN
— E NDE LINA CONDROITINO— SULFATO
—E -SIDOGENO I3ERMATAN SULFATO
rTENASL!NA
VII: ‘—OSTFONECTTNA
Composición de la matriz extracelular del hígado (Gressner, 1991).
El mecanismo de acumulación de las fracciones mayoritarias de esta matriz implica
la activación de su biosíntesis de novo en células hepáticas (Van Zantenn et aL, 1988). Parece
que la fibrosis perisinusoidal es la que produce las mayores consecuencias clínicas de la
fibrosis (Gressner. 1991): bloquca las funciones sistémicas de los hepatocitos y de las células
no parenquimatosas mediante el desarrollo de barreras de difusión, aumentando la resistencia
vascular intrahepática e interfiriendo la hemodinámica portal. Las consecuencias clínicas de




y la propia progresividad de la hepatopatía
En las enfermedades crónicas activas del hígado en las que no hay necrosis, el mayor
depósito de colágeno no se produce cerca del centro del lóbulo, sino en la periferia,
empezando por áreas portales en estrecho contacto con células inflamatorias. El colágeno
formado y el infiltrado celular, que destruye el lóbulo hepático, constituyen el llamado septa
temprano (Hassan el aL. 1989).
El hígado normal contiene niveles pequeños de colágeno 1, III, IV, V y VI
fundamentalmente, aunque se piensa que también puede estar presente minoritariamente el
tipo VIII (Kittelberger ci aL. 1990). Los tipos 1 y III están presentes aproximadamente en la
misma cantidad. y constituyen el 0.5-2% del total de proteínas del hígado.
En el hítzado fibrótico ~- cirrótico. el contenido total en algunos de estos tipos de
colágenos aumenta desproporcionadamente (Rojkind. 1982: Gressner, 1991). Además, existen
alteraciones en la síntesis y distribución de otros componentes de matriz extracelular, como
son los proteoglicanos ~ glicoproteinas. Por ejemplo, en el hígado normal, la laminina
¿ i coproteína mayoritaria de membranas basales) se deposita en el espacio de Disse. Cuando
existe un daño hepático. esta glicoproteina se acumula entre los sinusoides, posiblemente para
facilitar a regeneración de los bepatocitos (Milani d aL, 1989b).
Sin embargo. todavía no se conoce cual es la secuencia de la alteración de los distintos
componentes de la matriz extracelular hepática. Martínez-Hernández (1985), en un modelo
de cirrosis inducida con tetracloruro de carbono, indica que la primera modificación se
observa en la distribución y cuantía de fibronectina. y posteriormente en el colágeno 1. Tras
este aumento en colágeno 1 se incrementarían los colágenos III y IV (Pierce el aL, 1987;
Milani el aL. 1989a) y finalmente la laminina (Martínez-Hernández. 1985).
1.1.3. Tipos celulares responsables de la tibrosis heDútka
Las células hepáticas que contribuyen a la producción de colágeno no han sido
identificadas claramente, aunque practicamente todos los elementos celulares del hígado,
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excepto los de origen hematológico, están capacitados para ello. EJ lóbulo hepático contiene
células parenquimatosas (hepatocitos), y otros tipos de células, como son las células de
Kupffer (de origen hematológico), células endoteliales, lipocitos, fibroblastos y
miotibroblastos. y las células de los ductos biliares. Entre todos existen influencias mutuas
que determinan que el comportamiento funcional así como el aspecto morfológico de cada




K- Célula de Kuppfer
Tipos celulares del hígado (Gressuer. 1991).
El potencial de los hepatocitos en la producción de matriz extracelular es actualmente
motivo de controversia. Altunos autores indican que el hepatocito representa la fuente
principal de colágeno tanto en el hígado normal como en las enfermedades crónicas del
h í~ado (Martínez-Hernández. 1985: Chojkier & Filip. 1986: Chojkier el aL. 1988; Hassan el
aL. 1989: Erenner ci aL. 1990). Sin embargo, estas conclusiones (obtenidas por
inmunohistoquimica y por marcaje isotópico dual del colágeno) están en contradicción con
los resultados obtenidos por técnicas de hibridación in situ (Gressner. 1991). Se estima que





o a los correspondientes miofibroblastos (Mak ci aL, 1984; Shiratori el aL, 1986; Milani el
aL. 1990). Es posible que los lipocitos no sólo sean los responsables del incremento del
colá~eno en el daño hepático. sino que también sean los productores mayoritarios de esta
proteína en condiciones normales (Friedman cí aL. 1985; Milani ci aL. 1989a).
Les lipocitos (células perisinusoidales. “fat storing celís”, células de Ito) son células
estrelladas distribuidas casi homogeneamente por todas las zonas del lóbulo hepático. Las
células de Ito localizadas en el espacio de Disse o espacio perisinusoidal tienen como función
el almacén de vitamina A en el hígado, y son tan numerosas como las células de Kupffer
(Blomhoff & Wake. 1991).
Además del almacenamiento de esta vitamina, los lipocitos hepáticos juegan un papel
importante en la producción de distintos componentes de matriz extracelular. Las células de
Ito en cultivo primario secretan colágeno ti PO 1 fundamentalmente (72-86% del colágeno),
siendo el cohkeno el 5% del total de las proteínas sintetizadas por estas células (en los
hepatocitos sólo es el 0.2%. y en células endoteliales el 1.7%) (Friedman ci aL. 1985). Los
lipocitos también sintetizan, aunque en menor cantidad. proteoglicanos. fibronectina. laminina.
nidó~eno. etc.
Otra de las funciones de las células de [lo es la modulación autocrina y paracrina de
la síntesis de colágeno (y de otras proteínas de matriz extracelular), mediante la síntesis y la
liberación de factores como el TGFa. el TGF~. la IL-6. el IGF-1 y el factor estimulante de
colonias 1 (Gveenwel ci a!. 1991: Gressner. 1991).
En e] proceso de la fibrosis hepática, las células de Ito se transforman a células
transicionales o miofibrobiastos. caracterizadas por la deplección de acúmulos grasos,
dispersión de la cromatina nuclear, largas extensiones citoplásmicas e hipertrofla del retículo
endoplásmico rugoso <Mak ci aL. 1984: Friedman & Arthur. 1989: Friedman el aL, 1989:
Bachem cl aL. 1992). Esta transformación fenotípica ocurre también espontáneamente en
cultivos celulares y en áreas de necroinflamación (Mak el aL. 1984; Gressner. 1991).
Friedman ci aL (1985) indican que los lipocitos serían los precursores de las células fibroides
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Funciones del lipocíto (Gressner. 1991V
Las células de origen hematológico no sintetizan colágeno. pero liberan varios factores
que modulan la actividad de los restantes elementos celulares. Este es el caso de la IL-1 y del
TNFt. que son liberados principalmente por los macrófagos. del TNFp. que es secretado por
los linfocitos, del TGFp y del PDGF. que son liberados por distintas líneas celulares y en
especial por las plaquetas. Como se ha indicado anteriormente, algunos de estos factores
influyen sobre la síntesis de colágeno actuando directamente sobre ésta, y otros regulando la
proliferación de las células capacitadas para esa síntesis o liberando factores quimiotácticos
o transformadores (Solís-l-Ierruzo. 1988$
Tras la agresión y el daño tisular, se produce un acúmulo inmediato de plaquetas que
es seguido por un infiltrado inflamatorio. Por orden de aparición, se puede reconocer la
llegada de leucocitos polimorfonucleares. macrófagos inflamatorios, linfocitos, macrófagos
activados y. finalmente. de fibroblastos (Diegelman el aL. 1987).




conocer los mecanismos moleculares y celulares que dan lugar al desarrollo bioquímico y
patológico de esta enfermedad. Los resultados obtenidos hasta ahora no sólo indican que
existe una gran complejidad en la red de factores que interaccionan, sino que también existe
una uniformidad a nivel molecular en las reacciones fibróticas en los distintos tejidos y
órganos.
1.2. COLAGENO
En los organismos multicelulares, muchos de los elementos estructurales más
importantes están en la matriz extracelular. Los componentes proteicos más abundantes de
esta matriz son los colágenos: estos son, de hecho, las proteínas presentes en mayor cantidad
en el reino animal. Los colágenos son los elementos estructurales fibrosos mayoritarios de
cartílago, tendón, piel, hueso, pulmón y vasos sanguíneos, y sirven para mantener unidas a
las células en los distintos tejidos.
Existen al menos 14 tipos de colágenos distintos en vertebrados (Van der Rest &
Garrone. 1991).
1.2.1. Estructura
La familia de los colágenos engloba a una serie de proteínas con unas características
comunes:
- todas ellas presentan dominios o regiones de triple hélice, combinadas de diferentes
maneras con regiones globulares amplias o con regiones no helicoidales;
- presentan una sínusis intracelular compleja, y posteriormente son secretadas. En el espacio
extracelular se modifican. se agregan las moléculas, y se forma una estructura especializada.
La agregacion supone la estabilizacion.
Las fibras del colágeno están constituidas por tres cadenas polipeptídicas a dispuestas
en paralelo y enrolladas entre sí helicoidalmente. La adopción de esta disposición es posible
debido a que cada tercer aminoácido, en cada una de las cadenas, corresponde a una molécula
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de glicina, y ésta, por su pequeño tamaño, se sitúa en el lugar donde las tres cadenas se
cruzan. El porcentaje de este aminoácido es de aproximadamente un 30% (se han descrito
colágenos con un porcentaje menor, pero también en éstos es elevado); aparece por tanto la
repetición del triplete Gli-X-Y. Los otros dos aminoácidos (X e Y) son variados, pero son
frecuentes los residuos de prolina, hidroxiprolina (con un porcentaje que varía entre un 20 y
un 25%), alanina y lisina. La hidroxilación tanto de prolina como de lisina es importante para
la estabilización de la triple hélice. E] contenido en aminoácidos aromáticos es muy bajo: la
tirosina y la fenilalanina aparecen en las regiones globulares, y el triptófano y la cistina
prácticamente no aparecen.
Entre los grupos -NH2 de la £zlicina de una cadena ~‘ los -OH de la hidroxiprolina de
las cadenas restantes se establecen puentes de hidrógeno que refuerzan las uniones entre ellas
y dan estabilidad a la molécula.
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Esírucíura de la molécula de colágeno (SOIIS-HerrUZo, ¡988).
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Las cadenas laterales de los aminoácidos que forman cada propéptido de colágeno
están siempre orientadas hacia el exterior de la molécula. Esta asociación se produce sin la
presencia de ningún factor ajeno al propio colágeno. Esto se debe a que, cada 234aa y de
forma alternativa, aparece uno con y otro sin carga eléctrica. Esto determina que la carga de
la molécula cambie periódicamente cada 234aa (67nm). Gracias a las fuerzas que genera esta
diversidad eléctrica e hidrofóbica, las moléculas de colágeno se unen en paralelo, pero
desplazadas. una respecto a su vecina, la misma distancia periódica de 67nm. En esta posición
se establece el mayor número posible de uniones electrostáticas.
La molécula sintetizada por las células presenta en ambos extremos (amino y
carboxilo) regiones terminales denominadas propéptidos de extensión o porciones globulares.
A la triple hélice antes descrita tianqueada por los propéptidos terminales se le denomina
procolágeno. En estas regiones terminales las tres cadenas permanecen independientes, no
forman hélice. El propéptido carboxiterminal es completamente no helicoidal y posee una
extensión de N-acetilglicosamina: el aminoterminal es. en casi toda su extensión, no
helicoidal, pero posee un pequeño fragmento de l2nm en el que las tres cadenas se enrollan
de forma semejante a como ocurre en la porción central. En cada propéptido hay, además.
puentes disulfuro que unen por algunos puntos a una misma cadena. En el C-terminal, estos
puentes también unen cadenas distintas.
1.2.2. Clasiflcae¡ón
Existen distintos tipos de colágenos. Los grupos más importantes son:
* Colágenos fibrilares: a este grupo pertenecen los tipos 1, II, III, V y XI. Muestran las
siguientes características comunes:
- semejante ruta biosintética:
- similar tamaño de las cadenas a (Mr>95.000t




- forman fibras presentes en numerosos tejidos conectivos.
Colágenos no fibrilares: este grupo lo constituyen los tipos IV, VI, VII y VIII. Todos
presentan:
- cadenas a cortas ~Mr<95.000);
- interrupciones en la secuencia repetida de Glv-X-Y de los dominios de triple hélice:
- forman hojas que constituyen membranas basales.
Colágenos de cadena corta: son los colágenos tipo IX. XII y XIV.
- las cadenas u tienen un tamaño mucho menor que las de los grupos anteriores
(Mr«<95.Ú00):
- son colágenos asociados a fibras de colágeno 1 y II que presentan interrupciones en
la triple hélice (FACITs) (Van der Rest & Garrone. 1991)
1.2.3. Biosíntes¡s del eola2eno
La síntesis de las cadenas de procolágeno se inicia en los ribosomas. Posteriormente
sufren diversos cambios. muchos cuando aún permanencen unidos a ellos.
Según se va sintetizando la cadena polipeptídica naciente, va entrando en el lumen del
retículo endoplásmico rugoso. En este orgá nulo se produce la formación de algunos puentes
disulfuro. y residuos específicos de prolina de las regiones destinadas a formar la triple hélice
sufren hidroxilación por la prolil 4-hidroxílasa ‘y la prolil 3-hidroxilasa unidas a membrana.
También sufren hidroxilación algunos residuos de lisina. mediante la lisil hidroxilasa. El ácido
ascórbico o vitamina C es un cofactor esencial de ambas hidroxilasas. En ausencia de
ascorbato. el colágeno no se hidroxila suficientemente y lis cadenas no pueden formar la
triple hélice estable. impidiéndose por tanto también su agregación en fibras. Estas cadenas
anormales de procolágeno son degradadas dentro de la célula.
Todavía en el retículo endoplásmico, el procolágeno sufre la adición de oligosacáridos
en la región amino terminal, con importancia en la posterior secreción de la molécula.
En el aparato de Golgi se produce la adición de galactosa a algunos residuos de
— 11—
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hidroxilisina. mediante la galactosil hidroxilisil transferasa, y de glucosa a la galactosa
anteriormente unida, mediante glucosil transferasas. Además, se forman puentes disulfuro inter
e intracatenarios. que contribuyen a la estabilización de la asociación de las tres cadenas
anterior a la formación de la triple hélice.
Finalmente, la conversión de procolá~eno a tropocolágeno (unidad estructural de la
mayoría de los colágenos fibrilares formada por tres cadenas enrolladas helicoidalmente
alrededor de un eje central) y el ensamblaje del tropocolágeno para formar las fibras de
colágeno tienen lugar tras la secreción en reacciones catalizadas por enzimas extracelulares.
Paralelamente, o poco despues de la exocitosis. las moléculas de procolágeno sufren la rotura
proteolítica que elimina los segmentos N-terminal y C-terminal. Estas reacciones son
independientes y están catalizadas por distintas enzimas denominadas procolágeno peptidasas.
En muchos casos, primero se rompe el extremo N-terminal (cuando el procolágeno sale de
la célula>. ~< más tarde el C-terminal. Una vez en el espacio extracelular. las moléculas de
tropocolágeno se agregan. formándose las fibras de colágeno.
Es muy probable que en el depósito de las moléculas de colágeno y en el crecimiento
de las fibras participen otros elementos de la matriz extracelular, tales como la fibronectina
(Kieinman ci aL. 1981). que se une a las fibras de colágeno. y algunos tipos de proteoglicanos
que recubren las fibras y detienen su crecimiento. Como ya se ha indicado, en el daño
hepático experimental inducido por tetracloruro de carbono, se puede comprobar que el
depósito de colágeno tipo 1 va precedido por el depósito de fibronectina (Martínez-Hernández,
1985: Popper & Udenfriend. 1970: Rojkind & Dunn. 1979).
Al mismo tiempo que se forman las fibras. se produce la oxidación de algunos
residuos de lisina e hidroxilisina por la lisil oxidasa, que permitirá la formación de uniones
específicas coxalentes entre dos cadenas polipeptídicas de moléculas de colágeno adyacentes
o entre cadenas la misma molécula (Darnelí e¡ al.. 1986). La D-penicilamina y los latirógenos
(por ejemplo. el ~-aminopropionitrilo) impiden la agregación de las moléculas de colágeno
y la formación de uniones firmes entre ellas. La primera lo hace quelando el C&~, cofactor
12 -
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de la lisiloxidasa. y los latirógenos por inactivación de la enzima (Siegel & Fu, 1976:
Nakamura ci aL. 1975).
1.2.4. De2radación del colaipeno
La degradación del colágeno tiene lugar no sólo una vez que se ha depositado en el
espacio intercelular, sino también antes de salir de las células. Se estima que entre el 15 y el
40% del colágeno producido por las células se destruye a los pocos minutos de su formación.
cuando aun permanece en el interior de ellas (Steinmann ci aL, 1979). Este proceso se
incrementa cuando la prolina permanece sin ser hidroxilada y el procolágeno no adopta la
estructura helicoidal y no es secretado. Los productos de su degradación frenan, además, la
síntesis de colágeno a nivel transcripcional ~ traduccional (Solís-Herruzo. 1988). Esta
degradación intracelular tiene lugar en los lisosomas ~ en ella participan, acelerándola, las
prostaglandinas y el cAMP (Bienkowski el aL. 1978: Baum cí aL, 1980). La menor
producción de colágeno que se describe en algunos modelos experimentales con estos
mediadores está determinada por un aumento de la degradación intracelular de esta proteína.
El colágeno es degradado por un conjunto de metaloenzimas dependientes del zinc
(Harns & Krane. 1974: Harper. 1980) pertenecientes a la familia de las matrixinas (o
rneialoproteinasas de matriz) kWoessner. 1991). Son activas a pH y temperatura fisiológicas
sobre el colágeno nativo que conserva su estructura helicoidal. Cuando éste se halla
desnaturalizado, y esa estructura se pierde. puede ser fragmentado por otras muchas proteasas
~ peptidasas.
Existen diferentes tipos de colagenasas. La colagenasa intersticial y la de neuttófilos
actuan fundamentalmente sobre Los colágenos 1. II x III. las gelatinasas (de 7ZkD y de 92kD)
sobre os colágenos IV y ~ y las estromelisinas sobre una gran variedad de colágenos y de
otras proteínas de matriz extracelular (Woessner. 1991). En cualquier caso, fragmentan la
molécula de colágeno por un punto concreto que se sitúa a 3/4 de distancia del extremo N-
terminal (Gross & Nagal. 1965). En este lugar existe siempre una unión, bien glicina-
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isoleucina o bien gJicina-leucina (Highberger el aL, 1978). El que otras uniones similares
situadas a lo largo de la molécula de colágeno resistan a la acción de esta enzima parece
depender de la presencia de hidroxiprolina en el triplete contiguo a ellos. Los fragmentos
resuitantes de la digestión por colagenasa pueden ser degradados por otras proteasas y
peptidasas, tales como imidopeptidasa. imidodipeptidasas, etc. Todas estas enzimas son
efectivas sobre el colágeno desnaturalizado por el calor a gelatina.
Las colagenasas, en general, no están almacenadas (excepto en neutrófilos y
macrófagos>, y es precisa su síntesis de novo y su secreción a la matriz cuando alguna señal
indica que son precisas. Estas señales regulatorias actúan casi siempre a nivel de transcripción
genética. Entre ellas se encuentran el TNFa (Dayer ci aL. 1985), la IL-1 (Stephenson el aL,
1987$ los ésteres de forbol (Angel ci al., 1987$ el PDGF (Bauer el aL, 1985), las
prostaglandinas. el cAMP. la citocalasina B. la heparina, y factores liberados por los
macrófagos presentes en el líauido sinovial (Harper. 1980). El TGF¡3 puede bloquear los
efectos inductores de algunos de estos factores. El gen que determina la síntesis de colagenasa
ha sido caracterizado, así como su región sensible a los ésteres de forbol y la proteína
moduladora de su actividad (Angel ci aL, 1987).
La enzima se segrega en forma de procolagenasa inactiva. La activación supone el
desprendimiento de una parte de su molécula, y la separación de un residuo de cisteina que
está unido al zinc del centro activo (Woessner. 1991).
N
N
Cys Cys-S-X + Cys-S-X
Z’n N Agentes
físicos
IntermedioZimógeno químicos activo Autolisis
y enzímáticos
Activación de las colagenasas (Woessner. 1991).
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Esta activación puede producirse por agentes físicos (caótropos), químicos
(organomercuriales) y enzimáticos (tripsina. quimotripsina. catepsina B. calicreina, plasmina)
(Harper. 1980: Woessner. 1991). Algunas de las enzimas activadoras de la colagenasa son
a su vez estimuladas por linfoquinas (Harper. 1980). colchicina (Gordon & Werb, 1976) y
citocalasina B (Gross & Nagai. 1965). En el mismo sentido actúan el colágeno (Highberger
ci aL. 1978) y el hierro.
La actividad colagenásica existente en cada momento es el resultado de un complejo
equilibrio en el que los factores activadores mencionados se encuentran contrarrestados por
otros inhibidores. Entre los inhibidores se han identificado la a~-macroglobina, el factor 4
plauuetario. la tromboglobina productos proteicos extraídos del líquido sinovial de pacientes
con artritis reumatoides o de diversos tejidos humanos (Harper. 1980). El factor tisular
inhibidor de las metaloproteinas (TIMP) es potenciado por el TGFjB. Además, la fibronectina,
al adherirse al colágeno. puede impedir el acceso de la colagenasa a este último y por ello
frenar su degradación. El papel opuesto parecen jugar los proteoglicanos (Popper &
Udenfriend. 1970V
1.2.5. Determinación ~enética
La sírittsis de los diferentes polipéptidos que forman los distintos tipos de colágeno
está determinada al menos por 24 genes.
El colágeno tipo 1. como ya se ha indicado, es el colágeno sintetizado
mayoritariamente por los lipocitos en cultivo. Además, es la proteína más abundante de
huesos y tendones, y el colágeno fibrilar más importante de otros tejidos conectivos (dermis,
córnea y vasos sanguineos). Está compuesto por dos cadenas a1 y una cadena a1, que
interaccionan para formar la triple hélice característica. En el hombre, los genes que codifican
estas dos cadenas se localizan en los cromosomas 17 y 7 respectivamente (Huerre el aL.
1982: Junien el al., 1982: Wet ci aL, 1987). Ambos presentan alrededor de 50 exones, con
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otros tantos intrones, siendo característicos los exones de 54bp (la mayor parte tienen 54, 108
o 162 pares de bases; el resto son de 45 o de 99bp). Esta estructura genética infrecuente está
muy conservada en todos los genes que codifican para los colágenos fibrilares.
La expresión de los genes de procolágeno a1(]) y ajI) está regulada coordinadamente
(en la mayoría de las situaciones fisiológicas y patológicas), manteniendo una relación
estequiométrica 2:1 (Rossow ci aL. 1987). Este hecho hace pensar que existen sitios de unión
a factores reguladores en ¡os promotores de ambos genes (o en el primer intrón) conservados
a lo largo de la evolución (Karsentv & de Crombrugge. 1991), o bien que aunque las
secuencias reguladoras de los genes del colágeno 1 sean distintas estructuralmente, se puedan
unir a factores activadores semejantes (Boast el aL. 1990).
1.2.6. Reeulación de la expresión del ~en del DrOCOIa2CflO a,±
1.2.6.1. Control transeripelonal
La secuencia completa del promotor de procolágeno a<(I) de rata fue descrita por
Lichter a aL en 1989. Este promotor tiene una secuencia aproximada de 3.6kb. Existe una
alto grado de homología entre las secuencias humana y murina (Harbers ci aL, 1984; Chu ci
a!.. 1985). La secuencia de bases de este promotor también guarda cierta semejanza con los
promotores de otros tipos de colágeno (Liau ci aL. 1985).
El promotor del procolágeno a1(l) presenta una secuencia TATA localizada de 20 a
30bp por encima del origen de transcripción. Entre -130 y ~8fl se localizan dos motivos
CCAAT (Rossow el aL. 1987: Karsenty & de Crombrngge. 1990, 1991). Dentro de las 300bp
del promotor cercanas al origen de transcripción también existen varias secuencias ricas en
OC (existe una también dentro del primer exón del gen)(Rossow el aL, 1987: Karsenty & de
Crombmgge. 1990. 1991).
Actualmente se están descubriendo numerosos factores de transcripción que modulan
la síntesis de mRNA de procolágeno a1(l). Karsenty y de Crombrugghe (1990), utilizando una
región corta del promotor del colágeno a<(l) murino (-222 a -80) describen cuatro sitios de
- 16
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unión a factores de transcripción. El factor CBF se une a los motivos CCAAT. Un segundo
factor, IF-1, se une a dos secuencias ricas en GC situadas entre -190 y -170 y entre -160 a -
130. El tercer factor, IF-2. reconoce una región de I2bp formada fundamentalmente por pares
GC. y localizada entre los dos motivos CCAAT. La unión de IF-2 está inhibida por CBF, y
tanto IF-1 como IF-2 son inhibidores transcripcionales. mientras que CBF actúa activando el
promotor de colágeno a,(l). Posteriormente los mismos autores (Karsenty y de Crombrugghe,
1991) indican que ¡~i~ se une a dos regiones ricas en GC; una de ellas es la indicada
anteriormente y la otra situada por debajo de la secuencia CCAAT próxima a] origen de




Promotor del gun de procolágeno a,(I) de raca (Lítcber ci aL. 1989).
Nehís ci aL (1991. 1992) han identificado dos factores, SP-1 y NF-1, que se
corresponden con los denominados por Karsenty y de Crombmgge como IF-2 y CBF. y que
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se unen a las regiones localizadas entre -129 y-liC y entre -105 y -78. Estas dos proteínas
se unen a secuencias que se solapan. y por ello la acción de una interfiere la de la otra.
En extractos nucleares de fibroblastos N[H 3T3 se ha identificado un nuevo factor que
se une a la secuencia localizada entre -339 y -361 del promotor de colágeno a1q) de ratón.
Cuando se introduce una mutación en tres pares de bases de este elemento del promotor, la
actividad de la transcripción se incrementa hasta cuatro veces, lo cual indica que se trata de
un elemento regulador negativo. Además, este factor nuclear sólo está presente en líneas
celulares productoras de colágeno tipo 1. por lo que es posible que esté implicado en la
regulación del oen ct1(l) específica de algunos tejidos (Ravazzolo ci aL. 1991).
En el promotor del colásze no a,(1) existe un sitio AP—E al que se une el complejo fos—
jun. Este sitio AP- 1 es contIguo, pero no se solapa. con el elemento de respuesta a vitamina
D (VDRE>. Ambos elementos reguladores sc encuentran aproximadamente a -2900bp del
origen de transcripción 1 Owen ci aL. 1990).
Recientemente se está investigando la posibilidad de otras regiones reguladoras
importantes muy alejadas del inicio de la transcripción. Ritzenthaler el aL (1991) han descrito
elementos activados por el TGF¡~ en distintas posiciones del promotor de procolágeno a1(l)
de rata (-1600. -2300. -290W. Estas secuencias se asemejan a las reconocidas por el factor
NF-E
Un hecho frecuente en la regulación de la expresión de muchos de los genes que
codifican los distintos colágenos es la presencia de elementos reguladores en el primer intrón.
Distintos estudios realizados mediante mutagénesis insercional han revelado que existe
gran semejanza entre la secuencia de bases del primer intrón del gen de procolágeno a1(I)
humano y el murino (Harhers ej al.. 1984). La Inserción del virus Moloney de leucemia
murína también ha permitido localizar dos regiones hipersensibles a DNasa 1 en el gen del
colágeno a\KI). una de las cuales está situada en el primer intrón (Breindí ci al., 1984;
Bornstein & Sage. 1989). La actividad transcripcional alterada con la inserción del virus, sin
embargo, podría deberse más bien a una metilación de novo del provirus y a lkb por encima
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del lugar de inserción (en el promotor), produciéndose la inhibición de la unión de proteínas
a elementos cis-activadores específicos (Hartung ci aL. 1986; Jahner & Jaenisch. 1985; Cedar,
1988V Posteriormente. mediante técnicas de recombinación genética. se han descrito
elementos reguladores tanto positivos como negativos en el primer intrón (Bornstein cí aL,
1987. Bornstein & McKay. 1988). La región central del primer intrón presenta gran capacidad
moduladora de la transcripción. En ella aparecen cuatro consensos de 10 nucleótidos capaces
de unir el factor de transcripción SP1 de la RNA polimerasa II, varias secuencias ricas en GC
(que también podrían unir SPI> y una secuencia intensificadora del core, común a muchos
elementos virales y celulares. cuya función es desconocida (Rossow ci al.. 1987; Bornstein
ci aL. 1987). Bornstein ci a/. (1987) indican que la región de 274bp del intrón que contiene
la secuencía intensiticadora del core y el decanucícótido situado entre 927 ‘y 937 tiene un
efecto inhibitorio en la expresión del gen. Sin embargo, estudios posteriores parecen indicar
que la interacción del mirón con elementos de la región 5~ dan lugar a un efecto neto
estimulante de la transcripción de este gen (Bornstein & McKay, 1988).
1.2.6.2. Control postranscripe¡onal
Además del control transcripcional. existe la posibilidad de que participen mecanismos
postranscripcionales’en la biosíntesis de colágeno. Esto explicaría que a veces la cantidad de
colágeno tipo 1 sea mucho menor que la que correspondería en función de los niveles de su
mRNA. Además, fragmentos de la región aminoterminal (sin triple hélice) de la cadena de
procolágeno cx1(I) inhiben sejectivamente la traducción del mRNA de colágeno de fibroblastos
en cultivo (Paglia ci aL. 1979).
Yamada ci aL (1983) indican que la secuencia de nucícótidos cercanos al inicio de la
traducción en el mRNA de tres tipos de colágenos (a1(l), a<(lIl) y ají)) es una región
altamente conservada, mientras que secuencias más alejadas del inicio son divergentes. El
segmento conservado presenta una secuencia invertida repetida que podría formar un bucle
alrededor del sitio de inicio de la traducción. Aunque la estabilidad de este bucle es menor
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que la requerida para ejercer un control traduccional. es posible que la interacción se produzca
entre bases de distintos mRNAs, formándose estructuras mucho más estables (Rossi & de
Crombmgge. 1987). En cualquier caso esta posibilidad teórica no es efectiva, al menos en el
caso del gen de procolágeno a1(I) (Bornstein ci aL. 1988).
Una segunda característica de la región 5’ no transcrita del mRNA de procolágeno
a1(I) es la presencia de dos codones de iniciación de la traducción seguidos por dos codones
sin sentido, que bloquearían esta traducción. Por encima se encuentra un tercer codon de
inicio de la traducción que permite la lectura sin interrupciones. Los dos primeros codones
de iniciación podrían retardar, y disminuir. el inicio de la traducción desde el auténtico codon
ATO (Yamada ct al.. 1983). El potencial de este mecanismo de regulación tampoco está
comprobado experimentalmente (Bornstein & Sage. 1989).
También se ha especulado con la posibilidad de una regulación de la síntesis de
colágeno mediante la alteración de la estabilidad del mRNA de procolágeno a1(I),
dependiendo de la proporción entre sus dos formas distintas de poliadenilación. o mediante
variaciones en el procesamiento del mRNA (Bornstein & Sage, 1989).
Estructura dcl mRNA de ;)rocoIage:I0 u,(l) (Borustein & Sage,
19891.
Durante el desarrollo y la diferenciación celular embrionaria, la regulación de la







metilación de ciertas bases.
1.2.7. Modulación de la expresión 2enética del colá2eno tipo 1 por distintos factores
Les cambios en la síntesis del colágeno tipo 1 ocurren en el periodo de desarrollo
embrionario, durante la regeneración de heridas, ~‘ en procesos tibróticos de distintos tejidos.
Experimentalmente, la síntesis de colágeno 1 puede alterarse por numerosos factores, como
citoquinas. factores de crecimiento, proteínas codificadas por oncogenes. por segundos
mensajeros intracelulares, etc. Sin embargo, los mecanismos concretos de acción por los
cuaies estos agentes modulan la producción de colágeno son. en la mayoría de los casos.
desconocidos.
Entre las citoquinas ~ factores de crecimiento que tienen un papel importante en la
modulación de la síntesis de colágeno 1 en los lipocitos durante la fibrogénesis hepática se
encuentran ci TGFI3. la IL-1. el IFNy y el INRi.
El 1093 es un factor de crecimiento sintetizado por linfocitos y plaquetas activadas,
células de Kupffer. y por otros tipos celulares (Meyer ci aL. 1990). Recientemente se ha
descnto la producción de IGEa ~ de 10 F13 por miofibroblastos derivados de lipocitos
~Bachem ci a/.. 1992). El efecto del 1093 sobre el colágeno 1 se produce mediante el
aumento de la transcripción de sus genes (Kahari ci al.. 1990: Ritzenthaler el aL, 1991;
Armendariz-Borunda el al., 1992). Este efecto estimulante del TGF(3 desaparece con TNFa.
IFNv ‘y con IL- 1 (Daireaux ci aL. 1990: Kahari ex aL. 1990).
La IL-1 es una cítoquina con efectos proliferativos capaz de disminuir la producción
de colágeno. Esta proteína disminuye los niveles de mRNA de procolágeno a1(J) en
fibrohiastos humanos (Solís-Herruzo ci aL. ¡988): es posible que esta citoquina también ejerza
una regulación postranscripcional (Mauviel el aL. 1991: Armendariz-Borunda el aL, 1992).
Al igual que la IL-1. el IFNy (citoquina producida por linfocitos activados) inhibe la
síntesis de colágeno en numerosos tipos celulares (Smith ci aL. 1987: Nanes el aL, 1989;
Scharffetter ci al.. 1989: Daireaux ej aL. 1990). Probablemente la inhibición del IFNy tenga
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lugar a nivel postranscripcional por desestabilización del mRNA (Kahari el aL, 1990).
El INFa. citoquina producida principalmente por monocitos, disminuye la
transcripción genética del colágeno a1(l), los niveles de su mRNA y la producción de
colágeno en fibroblastos humanos. en lipocitos. y en otras líneas celulares (Solís-Herruzo el
aL. 1988; Mauviel ci aL. 1988; Matsuoka ci aL. 1989: Scharffetter el aL, 1989; Mauviel eí
aL. 1991; Armendariz-Borunda u aL, 1992). También se ha descrito una disminución de la
actividad del promotor del gen de procolágeno a}l) en fibroblastos tratados con TNFa
(Kahari ci aL. 1990).
Estos efectos frenadores de la transcripción que poseen el INFa. la IL-1 y el IFNy,
al igual que los estimulantes del TGFI3. están probablemente mediados por segundos
mensajeros como el cAMP. o el C+~ y por proteínas reguladoras de la transcripción. En
concreto, la movilización del Ca
2~ intracelular con ionóforo A23187 en fibroblastos humanos
disminuye a producción de colágeno. posiblemente mediante la inhibición de su síntesis
(Flahert~ & Chojkier. 1986). El cAMP también reduce la producción de esta proteína (Perr
ci aL. 1988>.
Sin embargo, el papel que estos, y otros muchos mediadores (PTH, vitamina D,
esteroides antiinflamatorios. prostaglandinas. EGF. PDGF, etc.) desempeñan en la síntesis de
colágeno está aun por dilucidar (Solis-Herruzo. 1988).
1.3. EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNFCI
)
Las choquinas son mediadores peptídicos intercelulares que regulan la homeostasis y
las reacciones de defensa del hospedador. Se producen por muchos tipos celulares y tienen
un amplio espectro de efectos en procesos inflamatorios y reparadores. Esta pleiotropía se
debe al hecho de que una citoquina dada puede tener múltiples efectos en el crecimiento y
diferenciacion de muchos tipos celulares~. Por ello, las citoquinas pueden exhibir efectos
biológicos que se solapen. Es más, una citoquina pueden presentar efectos biológicos similares
mediante la producción de una cascada del resto de ellas. Les beneficios de esta redundancia
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y las actividades interdependientes no están todavía claras (Oppenheim el aL, 1990).
El TNFx es una citoquina mediadora de distintos procesos beneficiosos (defensa del
hospedador. respuesta inmune y homeostasis de los tejidos. por ejemplo) y también de
procesos negativos (patogénesis de infecciones. daño tisular. inflamación, etc.) (Camussi el
aL. 1991).
1.3.1. Desarrollo histórico
La primera fase del estudio del TNFa se inició en 1940, cuando fue detectado en el
suero de ratones tratados con endotoxina de Bacillus Calmette-Guerin (BCG), como proteína
productora de necrosis hemorrágica de tumores ¡a vivo. y citotóxica para células tumorales
/a iitro, pero no para células normales. El TNFcx fue también descubierto independientemente
como mediador de la caquexia de animales con infecciones parasitarias. y por ello se le
denominó caquectína.
Posteriormente, en 1985. distintos grupos donaron el gen que codifica esta proteína,
se estableció su estrecha relación con el gen de la linfotoxina o TNF~ y aumentaron
significativamente los trabajos relativos a la localización cromosómica de su gen y a la
localización y caracterización de sus receptores.
En una tercera etapa se establecieron las relaciones existentes entre la caquectina o
INFa y distintos cuadros patológicos y toxicológicos.
Tras este periodo, la atención se ha centrado en el papel del INRi en el sistema
inmune y en las reacciones inflamatorias, descubriéndose numerosas interacciones entre esta
citoquina y otros tactores (interleuquinas. prostaglandinas. iííterferones...) tanto iii vilro como
za vivo. También se han descrito respuestas en células del sistema inmune (en
polimorfonucleares. en células T y B. macrófagos) y en otras muchas líneas celulares, y se
están estudiando los efectos del INRi exógeno.
Finalmente. se están realizando investigaciones sobre los efectos fisiológicos del TNFa
mediante la utilización de modelos animales (ratones atímicos y ratones transgénicos).
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1.3.2. Estructura del TNFa
El TNFct es una proteína de 157 aminoácidos (aproximadamente 17,3kDa). La forma
activa de esta citoquina es un trímero compacto formado por tres subunidades idénticas de
lSYaa.
Todas las secuencias de INRi contienen dos residuos de triptófano. conservados entre
especies y también presentes en el TNF~. El cambio de estos residuos por fenilalanina da
lugar a una reducción en la actividad. El TNFcx humano contiene tres residuos de histidina
en posición 15. 73 y 78: los residuos en 15 y en 78 están conservados, no sólo entre distintas
secuencias de TNFa. sino también en el TNFIB. La modificación del residuo 15 da lugar a la
disminución o incluso a la pérdida de la actividad (Yamamoto ci aL. 1989). Esto indicaría que
este aminoácido está en el sitio de unión a receptor del INFa. o en una posición muy cercana
a este sitio <Fiers, 1991).
En el caso del TNFa se ha descrito una forma de esta proteína, de 26kDa (en vez de
los lkDa de la forma secretada>. unida a la membrana celular (Kriegler ci aL. 1988);
corresponde al producto no procesado de la traducción del mRNA. Además, la parte
correspondiente al TNFa maduro es [a que se encuentra por fuera de la célula. Se piensa que
esta forma unida a membrana es activa y responsable de la citotoxicidad celular mediada por
monocitos (Philip & Epstein. 1986>. Este precursor transmembranal sufre la acción de una
proteasa de tipo serma (Scuderi. 1989>.
También se ha descrito una forma de 18.5kDa inactiva. que presenta 10 aminoácidos
más en el extremo N-terminal que la forma de l7kDa (Cseh & Beutíer. 1989). Todavía no
está claro si esta forma es intermediaria en el procesamiento. o si es un ¡roducto final (Fiers.
1992>.
Existe una homología clara entre la estructura primaria del TNFa y la del TNF~ (son
idénticas en un 31% y homólogas en un 51%). Una diferencia es la presencia de catorce
aminoácidos en la región aminoterminal del TNFI3 (no presente en el TNFa). También existen
diferencias respecto a la presencia de distintos aminoácidos: por ejemplo. el INFa tiene dos
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cisteinas (el humano, el de conejo y el murino) mientras que la linfotoxina carece de ellas,
y en su lugar aparece tirosina: otra es que el TNF~ presenta tres residuos de metionina que
no están en el TNFa (Ooeddel ci aL. 1986).
También hay que señalar que el TNFfl es una glicoproteina. mientras que el TNFa no
presenta glicosilaciones (aunque el TNFa murino si) (Oreen ci aL, 1976).
Respecto a la conformación de la molécula de TNFa. la topología predominante a
nivel de subunidad es esencialmente una estrutura formada por láminas f3 plegadas
antiparalelamente. Mediante estudios realizados con rayos X, parece que cada subunidad
presenta siete dominios de estructura I~ ~‘ una región helicoidal (Tomita ci aL. 1990).
Las regiones N- y C-termina¡es se encuentran en un extremo de esta forma compacta
de plegamiento. La región C-termínal está ocalizada en una posición fija, como parte
integrante de la lámina 13: en cambio. la aminoterminal es más flexible ~ sólo participa en la
estructura secundaria a partir del residuo 10. Por ello. se piensa que delecciones de hasta ocho
residuos aminoterminales pueden producirse sin pérdida de actividad. También aparece otra
región de gran movilidad entre los residuos 102 y 113.
Existe un puente disulfuro sencillo entre los aminoácidos en posición 69 y 101.
quedando de esta forma unidas dos láminas j3 ~ formándose un bucle 9ones el aL. 1990).
Este puente está altamente conservado entre las distintas moléculas de TNFa y, aunque
favorece su estabilización, no es esencial para la actividad del TNFx (Mark el aL, 1987).
Tres subunidades de lSYaa se asocian fuertemente para formar un trímero con forma
de cono. La interacción se realiza mediante un empaquetamiento en el que una región con
conformación de lámina (3 situada en un borde del monómero plegado se dispone cerca de
otra region en lámina 3 de la subunidad adyacente. Las regiones de la hoja I~ no implicadas
en la formación del trímero tienen predominantemente residuos apolares. mientras que las que
lo están son mayoritariamente polares.
Respecto a la región de la molécula de TNFa que es reconocida por el receptor de
membrana de la célula diana. se han descrito varios puntos esenciales. Por ejemplo. el cambio
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de la serma en posición 86 por fenilalanina da lugar a una disminución de diez mil veces en
la actividad biológica, sin que cambien las propiedades fisicoquímicas de la proteína. Este
residuo está localizado en el bucle anteriormente indicado, en un extremo de la pirámide
triangular. cercano a la unión entre subunidades individuales.
Cunionuación tridimensioíía ¡ de la molécula del TNFa
(Iones ez al.. 1990V
Comparando los residuos que se conservan en la superficie de la molécula de TNFa
y del TNF(3, Eck y Sprang (1989) sugirieron que el sitio de unión a receptor está en una
depresión de la base del trímero. Sin embargo, aunque se reconoce que hay al menos tres
secuencias implicadas en la unión del TNFci al receptor. existe cierta discrepancia respecto
a cuales son exactamente, quizás debido a la utilización de distinta metodología (Fiers, 1991).
1.3.3. Determinación 2enética del TNFa
El gen del TNFx (½‘también el del TNF(3) se localiza en el hombre en el cromosoma
6. cercano al centrómero. En esta misma región está el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHO>, en el extremo proximal del brazo corto (Nedwin el aL, 1985;
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Strominger, 1986). En ratón el contexto cromosómico del gen de TNFct es muy parecido,
aunque se sitúa en el cromosoma 17. Esta yuxtaposición del TNFa con el MHC sugiere
distintas posibilidades de interrelación entre los componentes responsables del reconocimiento
y los efectores del sistema inmune. ½‘pone de manifiesto el papel del locus del INFa en las
enfermedades inflamatorias.
Las regiones codificantes constan de 4 exones de aproximadamente Skb. Más del 80%
de la secuencia que codifica para e] TNFa maduro está en el cuarto exón, mientras que los
exones 1 y II contienen casi completamente secuencias peptídicas anteriores. Al igual que
existe homología respecto a la secuencia de aminoácidos, existen secuencias de nucícótidos
altamente conservadas en los extremos 5 y 3k que posiblemente están asociadas con la
reguiación de la expresión de este gen (Spriggs ci a!.. 1992).
1.3.4. Regulación de la expresión del ~en del TNFa
1.3.4.1. Control transcr¡pcional
La región de 1 .OOOhp del extremo 5’ del gen del TNFa contiene elementos
regulatorios importantes que afectan a la transcripción del TNFa en respuesta a varios
estímulos. Aproximadamente. Obp por encima del inicio de la transcripción se encuentra la
secuencia TATA: 2Obp por encima de ésta aparece una secuencia OC (en orientación
invertida), a la que se une el factor SP-1 (Marmenout ci aL. 1985: Ito ci aL. 1986: Shakhov
ci aL. 1990).
Adyacente a la región TATA. a 8Obp de ésta, existe una secuencia palindrómica de
8 nuclcótidos casi idéntica al elemento sensible a cAMP (CRE) encontrado en el promotor
del gen de la somatostatina. Difiere de ésta en que el dinucleótido central está invertido (CG
en lugar de OC). Esta secuencia normalmente está asociada con genes inducibles por cAMP;
sin embargo la transcripción del TNFa está inhibida por agentes que aumenten estos niveles.
Entre la región TATA y el inicio de la transcripción existe una secuencia muy parecida
a la secuencia consenso de unión de c-jun/AP-1. un motivo de 7 nucícótidos asociado con los
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promotores de genes inducibles por ésteres de forbol. A 4Obp por encima de la región TATA
existe una secuencia con algo menos de homología aunque también posiblemente funcional
respecto a la unión con AP-1. Otro elemento de posible respuesta a ésteres de forbol se
encuentra en la región de 90 a l6Sbp por encima de la secuencia TATA (Hensel el al.. 1989).
Esta secuencia podría ser la que Economou el aL (1989) identificaron como sitio de unión del
factor de transcripción AP-2.
Estas secuencias, localizadas 200bp por encima del inicio de la transcripción, están
altamente conservados en ratón, conejo y hombre. lo cual indica que estos elementos
regulatorios son importantes.
Además de estas secuencias. existen otras cuyo papel todavía se desconoce: en la
región entre 230bp ~ óSObp por encima de la secuencia TATA existen dos motivos (también
conservados en las tres especieS> que recuerdan el motivo ciíoquina-1 presente en los
promotores de IL-2. IL-3. O-CSF ~ OM-CS F. y que parece ser una variante del intensificador
KB: a 24bp de la secuencia TATA aparece un decanucleótido con cierta homología respecto
a Ja secuencia Yde las promotores de MHC clase 11. ~ entre 480 y S2Obp por encima de la
misma secuencia TATA hay motivos semejantes a los intensificadores KB de los genes de las
inmunoglobulinas (Spriggs ci al.. 1992).
1.3.4.2. Control traduccional
A nivel traduccional también existe regulación: en la región 3’ no traducida Beutíer
ci aL (1988) identificaron en los genes de TNFa humano y murino un octanucleótido
(TTATVFAr presente en los genes de otras citoquinas (Caput ci al., 1986). La presencia de
esta secuencia está asociada con la degradación acelerada de mRNA y con la interferencia en
la traducción (Shaw & Kamin. 1986: Wilson & Treisman. 1988; Kruys ci aL. 1989).
1.3.5. Induechin de la síntesis de TNFa yor distintos flictores
El control de la producción de TNFa se lleva a cabo de forma específica en cada
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tejido. Además, existen una gran variedad de estímulos que inducen la síntesis de INFa.
Esta producción se ha estudiado fundamentalmente en la línea monocito/macrófago,
pero la expresión del TNFa por parte de células no hematopoyéticas también es importante
en aLunas enfermedades.
En linfocitos. el inductor de la síntesis de TNFa más estudiado es el lipopolisacárido
(LPS). En estas células, la regulación de la transcripción de TNFa parece ser un mecanismo
de control importante para la expresión de TNFa. Generalmente existe una transcripción basal
de esta citoquina. aunque se incrementa mucho cuando el monocito se activa con el LPS.
En la activación de monocitos por LPS están implicadas muchas vías de trasducción
de señal: fosfolipasa C (PLC>. fosfolipasa A, (PLA4 proteinquinasa C (PKC). flujos de Ca2t
y nucicótidos cíclicos. Entre estas, parece que la síntesis de INFa precisa de la vía de la PKC
al menos, y depende del calcio almacenado en la célula (Drysdale ci aL. 1983). En células
HL-60. la inducción de transcritos de TNFa por LPS está asociada con actividad PLA. (Mohri
ci aL. 1990>. sin que intervenga a vía de la PKC.
Otro erupo de inductores del TNFct son los ésteres de forbol. Parece que la PLA, tiene
un papel clave en su efecto. ~ en algunos casos, este efecto puede ser mediado por PKC
(activando NF-KB. que regula la transcripción de INFa>.
Entre otros inductores descritos. el mismo INFa es capaz de desencadenar su propia
expresión. tanto a nivel de RNA como a nivel de proteínas. Este efecto parece estar mediado
por la PL\. ~ por la actividad 5-lipooxigenasa (Spriggs ci al. 1987~ Niitsu ci aL. 1988).
Respecto a la producción de TNFa por células no mieloides, actualmente se sabe que
muchos tejidos son capaces de expresar TNFa constitutivamente o en respuesta a estímulos.
La expresión de TNFa suele correlacionarse en estos tejidos con niveles celulares de mRNA
de IL-la. IL-1(3 e IL-6. Esto indicaría que el TNFa actúa conjuntamente con otras citoquinas
para controlar el crecimiento y la funcionalidad de las células de estos tejidos.
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1.3.6. Mecanismo de acción del TNFa
1.3.6.1. Receptores del TNFcx
El primer paso en la respuesta de una célula al TNFct es la interacción del ligando con
los receptores específicos de membrana. Los receptores del TNFcx están presentes en casi
todos los tipos celulares con algunas excepciones. como los eritrocitos y los linfocitos T no
estimulados. El número de receptores oscila entre 200 y 10.000 por célula (Fiers. 1991). El
receptor es lábil metabolicamente. y tiene una vida media de 30 minutos a 2 horas (Baglioni
ci al.. 1987: Scheurich ej aL. 1988). Aunque la presencia del receptor es imprescindible para
el efecto biológico, no existe una correlación clara entre el número de receptores y el tipo de
respuesta. ni con la magnitud de ésta (Holtmann & Wallach. 1987; Tsujimoto ci al.. 1986:
Fiers. 1991¾
Existen, al menos. dos receptores diferentes de TNFa descritos en muchas líneas
celulares: uno de ellos de 5SkDa tTNF-R55 o R-l> y otro de 7SkDa (TNF-R75 o R-2).
Ambos están N-glicosilados (Loetscher ci al?. 1990$ pero sólo el último también está O-
glicosilado. La constante de unión del TNFct :íl R-1 es de 0.5nM. y al R-2 de 0.lnM (Fiers.
1991>.
El INE-Rí parece ser una proteína de 455 aminoácidos con una estmctura típica
comun con otros receptores: presenta una secuencia hidrofóbica de 220aa. una región
transmembranal sencilla que separa los dominios intra y extracelulares y una región
extracelular de 182aa. El TNF-R2 tiene 17-ha en la región intracelular y 235aa en la
extracelular. Las secuencias extracelulares de ambos receptores están relacionadas: cada una
contiene cuatro motivos de. aproximadamente. 40 residuos, y cada uno de ellos presenta seis
(algunos cuatrol residuos de cisteina. Respecto a los dominios intracelulares, aparentemente
no existen homologías claras entre ambos receptores. ni tampoco respecto a otros receptores.
Sin embargo, en ambos aparece un alto contenido en prolinas y serinas en la región
citoplasmática Fiers. 1991¾
El TNF-R1 está ampliamente distribuido y aparece en células epiteliales y fibroblastos,
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entre otras células. El TNF-R2 tiene una localización más restringida a las células de origen
hematopoyético.
El TNFa y el TNF(3 se unen a ambos tipos de receptores, pero este último lo hace con
menor afinidad (Locksle~ ci aL. 1987). Además. la unión del TNFa a sus receptores no es
específica de especies. aunque existe cierta preferencia del INFa por su especie celular
homóloga (Smith ci aL. 1986). Aunque el TNFa y el TNF(3 se unan a los mismos receptores,
la respuesta no es idéntica, ni cualitativa ni cuantitativamente en la mayoría de los casos. Por
ello, Fiers (1991) indica que es posible que las moléculas de los receptores de TNF estén
asociados a proteínas accesorias y que la interacción con el TNFa genere muchas señales.
algunas de las cuales no puedan ser ejercidas por el TNF9. Alternativamente, existe la
posibilidad de un tercer tipo de receptor.
La unión del TNF a los receptores puede ser inhibida por activadores de la PKC.
quizás debido a la fosforilación de éstos o a una disminución en el número de receptores
(Holtmann & Wallach. 1987: Johnson & Baglioni. 1988). Por el contrario, el cAMP
incrementa la cantidad de R-2. al menos en algunas líneas celulares (Hohmann ci aL. 1990).
MECANISMOS POSTERIORES A LA UNION DEL TNFa CON EL RECEPTOR
En el caso de una citoquina píciotrópica como es el TNFa. hay que considerar varios
mecanismos no excluventes de transducción de señal, para poder explicar la inducción de
actividades biológicas muy distintas:
1. Como va se ha indicado, existen distintos tipos de receptores de membrana, que podrían
estar unidos a diferentes sistemas de segundos mensajeros:
2. Los receptores de membrana pueden funcionar no sólo como componentes
transmembranales de señalización, sino también como transportadores de la molécula de
TNFa. que por si misma, o unida a su receptor. puede presentar actividad intracelular;
3. La heterogeneidad de respuesta puede deberse a una diversificación de la señal después de
la unión de TNFcz a sus receptores.
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Respecto al primer punto. Tartaglia el al? (1991) indican que es posible que el TNF-R2
sólo participe como componente accesorio minoritario del TNF-R1 en la señalización de las
respuestas. aunque el TNF-R2 tenga en algunos casos concretos un papel importante. Estos
mismos autores indican que en algunas respuestas sólo está implicado uno u otro tipo de
receptor; por ejemplo, en la proliferación de timocitos murinos y células T estimulada por el
TNFct actuaría el TNF-R2 (aunque admiten que puede no ser así en todos los tipos celulares)
y en el caso de la citotoxicidad mediada por el TNFa. y de la inducción de superóxido
dismutasa. en células LM. el receptor sería el TNF-R1.
Lewis ci al? (1991) sugieren que las actividades del TNFa humano descritas en ratón
y en células murinas están mediadas por el TNF-R1. mientras que aquellas que se producen
con especificidad de especies para TNFu murino deben ser reguladas por TNF-R2. Estos
autores apoyan esta hipótesis en un estudio donde el TNF-R2 se une a TNFa murino con
elevada especificidad, pero no reconoce al TNFa humano.
Parece que las respuestas mediadas por el TNF-R2 son mucho menos numerosas que
las mediadas por el TNF-RI. La mayoría de las actividades del TNFa humano y murino en
ratón o en líneas celulares murinas presentan sólo ligeras diferencias, salvo la proliferación
en las células T y timocitos. No se sabe porqué el efecto del TNF-R2 es específico en la
respuesta en estas líneas celulares, va que este receptor está presente en otros tipos celulares.
Tartaglia ci al. (1991) admiten a posibilidad de que el TNF-R2 sea preciso en otras
respuestas celulares, o que incluso no intervenga en la transmisión de la señal al citoplasma.
Otra de las explicaciones de la diversidad de las acciones del TNFa se basa en el
hecho de que el TIPa unido a su receptor se internaliza rapidamente y posteriormente es
degradado en los lisosomas (Mosselrnans cl al?. 1988). Esto ocurre tanto en las células
sensibles a la citotoxicidad del TNFx como en las resistentes (Tsujimoto ez aL, 1986).
Es posible que la molécula de TNFa. por sí misma dentro de la célula sea responsable
del efecto citotóxico (Smith ci al?. 1990). De hecho, la inhibición de la internalización con
cloroquina anula la citotoxicidad del TNFa (Ruff & Gifford, 1981).
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Yoshimura el al? (1990) describen un posible mecanismo de citotoxicidad mediada por
TNFct. donde éste, tras su unión a receptor, es internalizado en acidosomas antes de la
expresión de sus actividades biológicas. Dado que esta citoquina presenta actividad sobre
membrana a pH ácido (estudio realizado en liposomas), estos mismos autores indican que
después de la internalización el TNFa se disocia de su receptor y perturba la membrana de
estos acidisomas. desencadenando una señal muy potente que da lugar a la citotoxicidad. Es
lo que definen como transduccicin mediada por endocizosis, y es el mecanismo que, según
estos autores, tiene lugar tras la unión del TNFcx al receptor.
Apane de la citotoxicidad. no se han descrito otras actividades biológicas de esta
molécula internalizada. Es más, la activación del factor de transcripción NF-KB inducida por
el TNFct en algunas lineas celulares sólo requiere la interacción de esta citoquina con el
dominio extracelular del TNF-R1 (Hohmann el aL. 1990). Quizás sólo en algunos casos los
receptores de TNFa podrían servir como transportadores de la molécula al interior celular,
además de transmitir la señal en la membrana.
La tercera explicación posible indicada de la diversidad de acción del INFa se
fundamenta en la activación de fosfolipasas por el receptor, mediante proteínas G, que daría
lugar a la actividad de otros segundos mensajeros. Hasta el momento, no parece que los
receptores de TNFa tengan actividad tirosina-quinasa (Kronke ci aL. 1992). El mecanismo








Las proteínas O son una familia de proteínas heterotrímeras, asociadas a la membrana
celular, compuestas por tres polipéptidos: una cadena a (Ga) que une e hidroliza OIP, y un
complejo j3y (q3y) que anda la proteína O a la cara citoplásmica de la membrana plasmática.
Las subunidades f3 y y están bastante conservadas entre distintas proteínas G, mientras que
la subunidad a es heterogénea estructuralmente. y media distintas actividades. En su forma
inactiva la proteína O existe como un trímero que presenta el GDP unido a la subunidad a.
Cuando se activa por unión al complejo ationista-receptor, el sitio de unión al
guanilnucleótido en Oa se altera. permitiendo que el OIP desplace el ODP de Ga. La unión
del OTP causa la disociación de Ca ~ Gj3y, ‘y Ca inicia las respuestas celulares. En menos
de un segundo Ca hidroliza el OTP a ODP P,, y se reasocia con Ok (Alberts ci al?. 1983).
Inicialmente las proteínas O se clasificaron en cuatro grupos en función de su
sensibilidad a enzimas ADP-ribosilantes: sustratos de la toxina colérica sólo, de la toxina
pertussis. de ambas, o de ninguna de ellas. Los sustratos de la toxina colérica parecían
est mular sol amente la ade ni lato cic lasa. y los de la pertussis la inhibían; por ello se llamaron
Q Y O;. Posteriormente se comprobó que estas proteínas tienen un espectro de acción mucho
más amplio, que incluye el metabolismo de los fosfolípidos y la regulación del transpone
iónico. Sin embargo, la clasificación en función de la sensibilidad a estas dos toxinas se sigue
manteniendo, ya que los dos primeros grupos presentan analogías estructurales (Neer &
Clapham. 1988).
Brett ci al. (1989) han descrito dos caminos distintos de transducción de señal del
INFa en células endoteliales: uno sensible a toxina pertussis. y otro que no se modifica tras
la incubación con la toxina. Respecto al primero, estos autores indican que. tras la exposición
de las células al TNFa. existe una serie de cambios tempranos (de 1 a 3 horas) en el
citoesqueleto que dan lugar a la formación de uniones intercelulares, y al mismo tiempo se
incrementa la permeabilidad celular de forma reversible. Este proceso, que no precisa de
síntesis proteica, se bloquea con la preincubación con toxina pertussis. Sin embargo, el efecto
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del INFa sobre las propiedades coagulantes de estas células no es sensible a la toxina.
En otras líneas celulares se han descrito distintos efectos del TNFcx que desaparecen
con toxinas ADP-ribosilantes (Hepburn ci al?, 1987: Clark el aL. 1988).
Imamura ci al? (1988) indican que, en células L929 y en la línea de células mieloides
HL6O. una molécula de INFa unida a su receptor estimula aproximadamente unas cien
proteínas O. ~ que éstas son sensibles a toxina pertussis. Estos mismos autores indican que
el TNFa actúa incrementando la afinidad de la proteína O por OTP, la actividad OlPasa y
la ADP-ribosilación de la subunidad O.
La subunidad a parece ser, por tanto, de tipo a, o a0. Pese a todo, no se descarta la
existencia de un nuevo tipo de proteína O sensible a toxina pertussis distinto a los descritos
en otros casos.
1.3.6.3. Vía del ácido araguidíinico
La fosfolipasa A. (PLAi es una enzima acopiada a los distintos receptores de
membrana mediante proteínas O (Silk ci al?. 1989). Además de ser activada por proteínas O
directamente, también puede estimularse en algunos casos como resultado de un aumento en
el intercambio Na~’H~ (posiblemente por modificación del pH intracelular) o por un aumento
en os niveles de Ca> (se trata de una enzima dependiente de calcio) (Sweatt a al?. 1986b).
El inhibidor fisiológico de 1:1 PLA, es un grupo de proteínas denominadas lipocortinas o
calpactinas (Davidson el al?. 1987).
Después de su activación, la PLA, hidroliza los fosfolípidos de membrana. liberándose
el ácido graso <generalmente insaturado) unido al C,. El otro producto de la reacción, el
lisofosfolípido. está determinado por la especificidad de la PLA, intracelular por la cabeza
hidrofílica del fosfolípido. siendo la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilcolina los fosfolípidos
metabolizados mayoritariamente por esta enzima (Rustembeck y Lenzen. 1989).
Los lisofosfolípidos son detergentes biológicos de las membranas celulares. La
lisofosfatidilcolina también puede ser acetilada. produciéndose el factor activador de plaquetas
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(PAF). que es un potente mediador celular (Dennis el aL, 1991). Además, tanto los ácidos
grasos libres como los lisofosfolípidos son, en principio, capaces de actuar sobre el potencial
de membrana mitocondrial, alterando la actividad de las enzimas integrales de esta membrana
y el transporte de calcio a través de ella (Rustembeck & Lenzen, 1989).
El ácido graso insaturado más importante en la transducción de señal, y también el
más estudiado. es el ácido araquidónico (AA). El AA es liberado mayoritariamente por la
acción de la PLA. sobre los fosfolípidos de membrana, pero también puede generarse por la
acción secuencial de distintas enzimas, por ejemplo por la fosfolipasa C (PLC), la
diacilglicerol lipasa (DAO lipasa) y la monoacilglicerol lipasa (Irvine, 1982; Mauco a aL,
1984: Chau & Tai, 1988: Nakashima el al?. 1988), o por otras reacciones enzimáticas en las
que interviene la fosfolipasa D (PLDl (Billah ci aL. 1981: Dennis er aL. 1991).
AG




AA- Ac. araquídoníco OAG
AG- Ac. graso 1
AF- Ac. fosfatidico ¡
X - Alcohol LPL Al DAG Lipasa
DAG- O¡acilglioerol 1
LP- Lisotosfolipído
LPL A- Usotosfolípasa A AA
FF- Fosfatidato fosfatasa
Formación de ácido araquidónico (Dennis ci aL. 1991).
El AA puede interaccionar directamente con distintas enzimas, como la PKC, y
también es capaz de incrementar el flujo intracelular de Ca2~ (Guaragna el al.. 1992).
La mecabolización del AA puede producirse por varias vías:
1. La vía de la cicloxigenasa (CO), dando lugar a las prostaglandinas (PO), tromboxanos (TX)
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los niveles de cAMP y la activación de la PLC (Banga el aL, 1986; Sweatt el al?, 1986a;
Baud el al?, 1988).
2. La vía de la lipoxigenasa í LO). cuyos productos son los leucotrienos. lipoxinas y epoxilinas
(Irvine. 1982).
3. La vía del citocromo P-450, originándose epóxidos y alcoholes de ácidos grasos. Estos
metabolitos tienen consecuencias importantes en la permeabilidad iónica de las membranas,
y en la actividad de enzimas localizadas en estas membranas (Capdevilla el aL, 1992).
La implicación de la vía del AA en la transducción de señal del INFa ha sido
ampliamente estudiada. Inicialmente, en células sensibles a la citotoxicidad de esta citoquina.
se describió que el primer orgánulo dañado era la mitocondria (Matthews. 1983). Este hecho
hizo pensar en un mecanismo de citolisis mediado por radicales libres que podían originarse
a partir de la activación de la PLA,. Posteriormente se observó que la inhibición de esta
enzima (con dexametasona y quinacrina> reduce la citolisis ~ que existe un incremento en la
liberación de AA antes de producirse la muerte celular. Sin embargo. los bloqueantes de la
CO. de la LO ‘y del citocronio P-450 en la mayoría de los casos son inefectivos (Matthews
<it al?. 1987: Suffys ci al.. 1987: Neale ci aL. 1988: Bevaert ci aL, 1989). Esto sugiere que
no es el AA. sino más bien los lisofosfolípidos o sus metabolitos las moléculas responsables
de la citotoxicidad del TNFa (NeMe <it al?. 1988: Chang ci al?. 1992: Kronke ce aL. 1992).
También es posible que los productos de la acción de la PLA. actúen directamente sobre el
metabolismo del calcio o sobre la cadena respiratoria mitocondrial. En algunas líneas celulares
resistentes a la toxicidad del TNFt también se ha observado la activación de la PLA, y la
estimulacion de la producción de prostaglandinas (Clark ci aL. 1988; Baud ci al?. 1~i88).
Tanto en las células sensibles como en las resistentes parece que la activación de esta
vía no media la transducción de la señal iniciada por el INFa, sino que es más bien una
inducción posterior a la llegada de la señal al núcleo: los efectos anteriormente descritos son
tardíos (después de 6 horas de incubación con la culoquina). o precisan de la síntesis proteica
inducida por el TNFz.
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En células de origen hematopoyético x’ en células endoteliales (responden a
determinados estímulos mediante la liberación de AA y de PAF) es posible que la vía de la
PLk. participe como mediadora de la señal iniciada por el TNFct (Camussi el al?, 1987;
Spriggs ci al?, 1990).
1.3.6.4. Vía de la fosfol¡pasa C
Otra posibilidad en la señalización desencadenada por la unión del TNFct al receptor
es que éste esté acoplado a una proteína O que active a una fosfolipasa C (Alberts eí al?.
1983). Esta enzima es la encargada de degradar los fosfolípidos de membrana, y ha sido
implicada en el control de numerosas funciones celulares. La PLC hidroliza los
fosfatidilinositoles (PI-PLC) y la fosfatidilcolina (PC-PLC) de la membrana celular (Martin
ci al?. 1987$
La PI-PLC es una familia de isoenzimas dependientes del calcio citosólico. La
hidrólisis del inositol L3-hifosfazo kPIP2) es la más importante aunque es el fosfoinosítido
menos frecuente (Rhee. 1991).
Cuando la proteína O activa la PI-PLC. ésta rompe el PIP, en menos de un segundo,
y ge nera dos productos: el inositoltrifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAO) (Berrigde. 1987).
Esta liberación de DAG se produce durante un cono periodo de tiempo (Dennis el al?. 1991).
En este paso la ruta señalizadora se biñirca en dos ramas, debido a que ambas moléculas son
capaces de activar otros procesos.
Esta enzima se ve inhibida con neomicina. gentamicina y con quinacrina (las dos
últimas inhiben también la PLA,) (Rittenhouse-Simmons. 1979; Hofmann & Majerus. 1982;
Hofmann ci aL. 1982. Billah & Anthes. 1990: Floru ci al?, 1991).
La PC-PLC es una enzima que causa la hidrólisis de la PC, y es responsable, junto
con la PLD, de la formación sostenida de DAO. El requerimiento de Ca
2~ respecto a la
hidrólisis de PC mediada por receptor puede variar entre distintos tipos celulares. En cualquier
caso, el metabolismo de este ion parece ser necesario para la hidrólisis correcta de la PC
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(Billah & Anthes, 1990).
La acción de la PC-PLC da lugar a la producción de DAO y a fosfocolina.
La PC-PLC es sensible a la inhibición con gentamicina (inhibidor de la PLA1. de la
PLA2. y de la PLC)(Floru ci al?. 1991). El BPB (también inhibidor de la PLA,) parece que
es capaz de inhibir la PC-PLC independiente de calcio (Martin et aL, 1987).
La activación de las distintas fosfolipasas C puede deberse a la interacción directa por
proteínas O. o a la estimulación por otros segundos mensajeros como la PKC o Ca2~
citosólico libre (Besterman ci aL. 1986: Billah & Anthes. 1990; Exton, 1990).
Otra enzima capaz de hidrolizar los fosfolípidos de membrana es la fosfolipasa D
(PLDl. Su actividad depende fundamentalmente del tipo de sustrato (Huang & Cabot. 1992).
pero no parece ser dependiente del calcio (Billah & Anthes. 1990).
Esta enzima genera ácido fosfatidico (y colina, generalmente>, que puede ser una
fuente importante de DAO al sufrir la acción de una fosfohidrolasa. Además se ha descrito
que este ácido es capaz de movilizar calcio intracelular, de abrir canales de calcio, de inhibir
la adenilato ciclasa. o incluso de activar la PLX. y la PLC (Moolenaar ci al?, 1986: Exton,
1990: Billah & Anthes. 199W.
La activación de la PLD puede detectarse tempranamente después de la estimulación
específica de algunas células {Billah & Anthes. 1990). o ser secundaria a la acción de la PKC
(Conricode ci al?. 1992).
Cuando se estudia el efecto citotóxico del INRi sobre algunas líneas celulares no hay
indicios de que la PI-PLC esté activada: no existe liberación de IP,, y sus inhibidores
(amikacina y neomicina) no disminuyen la muerte celular: mas aún, el cloruro de litio,
inhibidor de enzimas que hidrolizan los inositoles fosfato, potencia este efecto (Kobayashi el
aL. 1987; Suffvs ci al?. 1987: Bevaert ci aL. 1989). Larrick y Wright (1990), por ello, indican
que la ruta de los fosfatidilinositoles es necesaria para que las células sean resistentes a la
toxicidad del INFa.
Recientemente. Schutze ci aL (1991). en estudios realizados con células histiocíticas
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U937 tratadas con TNFa. han observado un incremento rápido y transitorio en 1’,2’DAG, sin
existir paralelamente un aumento en el Ca2~ citoplásmico. Estos autores indican que, en este
modelo experimental. el TNFa induce la activación de la PC-PLC. y que la liberación del
DAG no se produce en presencia de BPB.
1.3.6.4.1. Calcio
El Ca2~ intracelular libre es un segundo mensajero utilizado por numerosos agonistas.
La concentración de Ca> en el citoplasma puede incrementarse bien mediante su
liberación desde sus almacenes intracelulares o por un flujo desde el espacio extracelular a
través de membrana plasmatica (England. 1986). Los niveles de calcio intracelular son bajos
(del orden de 10 Ml comparados con la concentración en el fluido extracelular (alrededor de
lO2vl). Sin embargo, el calcio total dentro de la célula es mucho mayor que 107M, debido
a que existe mucho Ca> anido a proteínas. membranas u otros componentes celulares, como
son el retículo endoplásmico. la mitocondria. el aparato de Oolgi, y el núcleo, siendo los dos
primeros organulos los implicados en los cambios agudos en la distribución de calcio
intracelular.
Los niveles de Ca~ pueden incrementarse en respuesta al IP
3, que se une a una
proteína receptora en la superficie citoplásmica del compartimento intracelular (retículo
endoplásmico. fundamentalmente> \ abre canales de calcio en esta membrana (li-vIne. 1986).
La respuesta del calcio al IP3 es transitoria porque el Ca> que entra en el citosol es
bombeado rápidamente principalmente fuera de la célula, y porque gran parte del IP, es
defosforilado rápidamente (y por tanto, inactivado) por una fosfatasa específica.
Los niveles de calcio citoplasmático libre también pueden estar regulados por otras
moléculas señalizadoras. Por ejemplo. el Ca> intracelular puede incrementarse por vía canales
de calcio unidos a receptor y canales de calcio sensibles a voltaje (MacNicol & Schulman,
1992). por la acción del ácido fosfatídico y del ácido araquidónico (Moolenaar el al?. 1986;
Billah & Anthes. 1990: Ouaragna ci aL. 1992). mediante la activación de canales de calcio
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dependientes de voltaje por la PKC (Kato ci al?. 1992) o por incrementos en los niveles de
cAMP (Miyamoto el aL, 1992). También se han descrito oscilaciones espontáneas o inducidas
por diferentes agonistas en células adherentes (Richter el aL, 1989; 1990; Curry, 1992;
Pinzani el aL. 1992). Por otra parte, la movilización de calcio desde los almacenes
intracelulares y la entrada de calcio por los canales sensibles a voltaje también pueden estar
inhibidos por la PKC (MacNicol & Sehulman, 1992).
El calcio liberado en el citoplasma puede activar procesos dependientes de Ca> en el
citosol. y también puede ser captado por la mitocondria, elevándose el calcio intramitocondrial















Metabolismo del calcio (Irvine. 1986).
Muchas de las acciones intracelulares del calcio ocurren por su unión a la calmodulina,
una proteína presente en todas las células cucariotas, y cuya secuencia aminoacídica está
altamente conservada a lo largo de la evolución. Esta proteína presenta cuatro regiones de
unión a Ca>. y los cuatro iones de calcio se unen de forma no cooperativa. Cuando el Ca>
se une a la calmodulina existen cambios conformacionales en su estructura proteica. Existe







reguladas por este complejo están la fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos, la adenilato
ciclasa. la fosforilasa quinasa ‘¿ numerosas proteinquinasas dependientes de Ca>
En todas estas enzimas existe una interacción con la calmodulina dependiente de Ca>.
En algunos de los casos existe sinercismo con otro segundo mensajero. el cAMP. Esto ocurre
por ejemplo con la fosforilasa quinasa. Esta enzima presenta varias subunidades distintas: a,
(3, y y 6. La subunidad y es la que tiene actividad catalítica; la 6 corresponde a la
calmodulina. y las subunidades a y j3 son fosforiladas por una proteinquinasa dependiente de
cAMP. Sin embargo. drogas que se unen a la calmodulina e inhiben su función no afectan
a la activación por Ca> de la fosforilasa quinasa. aunque la adición de calmodulina exógena
incrementa hasta seis veces su actividad (Cohen. 1980). La actividad de esta enzima también
está regulada por la fosforilación mediada por una proteinkinasa A (PKA). La fosforilación
tiene lugar sobre las subunidades ci y f3. y el resultado es el aumento de la afinidad de la
subunidad Ó (calmodulina> por ci calcio (England. 1986).
Otro ejemplo de interrelación entre el Ca> y el cAMP se presenta en la
fosfoproteinfosfatasa dependiente de calmodulina. Esta enzima defosforila la subunidad (3 de
la fosforilasa quinasa. \ otros sustratos de la PKA. Se ha sugerido que esta enzima modula
el efecto del cAMP en función de los niveles de Ca> en la célula estimulada. Cuando se
incremenla el Ca- intracelular se contrarrestaría la acción del cAMP estimulando la
defosforilación de los sustratos de la PKA.
Otras proteínas que se unen a Ca> son la troponina. parvaalbúminas y calcimedinas
en músculo, las proteínas S-100 en células gí jales. y la protein quinasa C. Esta última quinasa
está presente de forma inactiva soluble en citoplasma. Su activación implica la interacción con
PS. DAO ‘y Ca> en la superficie interna de la membrana plasmática. En principio, no es
preciso un incremento de Ca> intracelular, aunque en muchos casos existe un incremento
debido a su liberacion mediada por el IP;. Este enzima no parece tener una subunidad de
calmodulina. sino iue la región de union a Ca> es parte intrínseca del enzima.
Además de todas estas proteínas reguladas por Ca>. que unen calcio con gran afinidad
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y posteriormente, en la mayoría de los casos, activan enzimas o proteínas contráctiles, se han
descrito más tarde otras proteínas que también unen calcio. Este grupo comprende proteínas
ampliamente distribuidas, y que están unidas a membranas y a fosfolípidos. Se trata de la
calpactina 1, 11 (o lipocortina 1). endonexina. calcimedinas, sinexina 1 y II. calelectrina y la
proteína p70. Las calpactinas son las mejor caracterizadas y se encuentran en la mayoría de
los tejidos. Su unión a fosfolípidos incrementa su afinidad por el Ca> (Klee, 1988). Estas
enzimas son responsables de la regulación de la PLA~. inhibiendo esta vía, pero no está claro
hasta el momento si es mediante el secuestro del sustrato, o mediante inhibición directa del
enzima (Davidson ci al?, 1987).
La acción citotóxica del TNFa no parece estar mediada por los iones de calcio, o al
menos no lo está de manera esencial. En estudios realizados con la línea histiocítica de
linfoma U937. la deplección de calcio extracelular y el bloqueo de la movilización de calcio
de los almacenes intracelulares no inhibieron la lisis inducida por el INFa (Hasewaga &
Bonavida. 1989). aunque mediante técnicas de fluorescencia con Fura-2 se ha descrito un
ligero aumento en el calcio intracelular en la misma línea celular (Lynn ci aL. 1989).
En el estudio de otros efectos del TNFci algunos autores no detectan ninguna variación
en la concentración intracelular de calcio inducida por esta citoquina (Richter ci al?, 1989;
Yamaco ci al?. 1989: Yuo cg al?. 1989: Laudanna <it al?, 1990). Sin embargo, la activación de
polimorfonucleares por el TNFa no se produce en presencia de Quin-2 (bloqueante del calcio
intracelular>, y algunos autores apuntan que el INFa produce oscilaciones espontáneas locales
del calcio citosólico (Richter ci al?. 1989. 1990). Corkey ci al? (1991). estudiando la acción
del TNFa sobre fibroblastos cultivados procedentes de enfermos con el síndrome de Reye,
describen un aumento temprano, rápido y transitorio en eJ calcio libre citosólico originado por
su movilización desde los almacenes intracelulares, tanto en los fibroblastos procedentes de
pacientes como en los controles. Además indican que es una elevación dependiente de Ja
concentración de INFa. Existen varias explicaciones que. según estos autores, justificarían
esta división de opiniones a cerca del papel del Ca> en células tratadas con TNFa: es una
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respuesta que depende de la concentración y puede no ser tan clara a determinadas dosis; otra
posibilidad es que sea una respuesta específica de especie o de línea celular, y por último, que
las condiciones de cultivo no son idénticas en todos los casos.
El papel que juega la calmodulina en las acciones del TNFc.t no ha sido muy estudiado
hasta el momento. Parece que la inducción de radicales libres por esta citoquina en leucocitos
humanos es un proceso dependiente de calmodulina (Das el al?, 1990), y además las
fenotiacinas (inhibidores de calmodulina) anulan la lisis inducida por INFa (Larrick &
Wright. 1990).
1.3.6.4.2. Diacilulicerol
El DAO es un segundo mensajero que puede generarse por la acción de las
fosfolipasas PI-PLC y PC-PLC sobre los fosfolipidos de membrana directamente. Además de
este origen. el DAO puede ser producido por otras rutas diferentes:
- por hidrólisis de glice rofosfolípidos de colina por la fosfolipasa D y la fosfohidrolasa del
ácido fosfatídico (Martin <it aL. 1987: Exton. 1990: Billah & Anthes.1990: Dennis el al?,
1991):
- por el intercambio ceramida/PC (Dennis ci aL. 1991):
- por la síntesis de novo (Rossi ci al?. 1991).
El DAO puede ser fosforilado por la DAG quinasa (DAO + ATP-> ácido fosfatídico
+ ADP>. reiniciándose la síntesis de los fosfatidilinositoles rotos por la PLC. y controlándose
la concentración del DAO. De esta forma se regularía la PKC (Kanoh er al., 1990). Además,
el DAO puede sufrir la acción secuencial de la 1-DAO-lipasa y de la 2-monoacilglicerol
lipasa. liberándose AA (Mauco ci aL. 1984). Sin embargo, parece que la liberación de AA
a partir de DAO es una ruta minoritaria.
El DAO también puede activar directamente la PLA, (Exton, 1990).
Otra vía que puede iniciar el DAO, la más importante en transducción de señal, es la
activación de una proteinquinasa específica que es capaz de fosforilar numerosas proteínas
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con múltiples funciones en la célula. El enzima activado por el DAO es la proteinquinasa O
(PKC) (Nishizuka, 1984. 1988: Belí. 1986; Belí & Burns, 1991). Hasta el momento se han
identificado nueve miembros de la familia de la PKC. En la región reguladora presentan una
estructura aminoacídica que se asemeja al sustrato proteico y una o dos regiones ricas en
cisteina que recuerda la estructura de “dedo de zinc”. Esta región contiene el sitio de unión
a los ésteres de forbol y a DAG. y segmentos que interaccionan con los fosfolípidos. También
es la región que confiere la dependencia al calcio en los subtipos ci, f3 y y. La región catalítica
presenta los sitios de unión al ATP ~‘ a la proteína: los inhibidores de la PKC estaurosporina
y H-7 interaccionan con esta región Beil & Burns. 1991).
El DAG producido. junto con el fosfolípido fosfatidilserina de la membrana
plasmática. se unen a la PKC. incrementando así su afinidad por el Ca>. y haciendo que la
PKC se active a las concentraciones normalmente bajas de Ca> en el citosol. En muchas
células, sin embargo, parece que la PKC se activa por el efecto cooperativo del DAO y un
incremento de Ca2” citosólico. La actívacion de la quinasa C es transitoria, ya que en unos
segundos el DAO es defosforilado para formar fosfatidato. Cuando se activa la PKC por el
DAO ‘.‘ el Ca>. esta enzima transfiere el grupo fosfato terminal desde el ATP a un residuo
específico de serma o de treonina en las proteínas diana. que varían dependiendo de la célula.
Por ejemplo, en algunas células animales, se piensa que la PKC fosforila. y posteriormente
activa, el antiportador de Nat’H4 de la membrana plasmática que controla el pH intracelular
(Sweatt ci al.. 1986b; Banga u aL. 1986): el incremento de pH resultante puede ayudar a
estimular la proliferación celular. Existen niveles elevados de PKC en cerebro donde, entre
otras cosas. fosforila canales iónicos en células nerviosas. La PKC también está implicada en
la regulación de otras rutas señalizadoras. como son la del calcio y la del cAMP. en el control
negativo de varios receptores, y en la transcripción de genes específicos. Les promotores de
algunos de estos genes presentan un intensiticador transcripcional común que está reconocido
por una proteína reguladora del gen cuya actividad está estimulada por la activación de la
PKC. No se sabe, sin embargo. si la proteína es directamente fosforilada (y por ello. activada)
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por la PKC. o si es activada indirectamente por una cascada de proteinquinasas (Farago y
Nishizuka. 1990).
El hecho más significativo y temprano que ocurre en muchas líneas celulares tratadas
con TNFcí es un incremento de la fosforilación en residuos de serma y treonina de numerosas
proteínas, tanto citosólicas como de membrana (Kirstein & Baglioni, 1986; Kaur &
Saklatvala, 1988). La fosforilación es rápida y transitoria (comienza a los pocos segundos y
al cabo de una hora vuelve al nivel basal) (Schutze ci aL, 1989).
Esta fosforilación en los residuos de serma y treonina de distintas proteínas descrita
por numerosos autores hizo pensar en la participación de la PKC como mediador de la seña]
inducida por el TNFa.
En algunas líneas celulares se ha observado la translocación de la PKC del citosol a
la membrana, lo cual indica que existe una activación de esta enzima (Meichle ci al?. 1990).
Schutze cl al. (1990) han descrito distintos perfiles de translocación de la PKC en varias
líneas de leucemia humana incubadas con INFa: en células U937, la PKC se transioca a la
membrana y desaparece del citosol en 15 minutos, produciéndose una depresión en su
actividad durante bastante tiempo: sin embargo, en células Jurkat y en la línea K562 la PKC
se transloca de forma reversible. de manera que puede volver a ser activada rapidamente.
Estas formas distintas de activación de la PKC pueden indicar que el TNFa activa distintas
isoenzimas de la PKC. o bien que sólo se active una forma de esta enzima pero que este
acoplada a distintas rutas de señalizacmn,
En fibroblastos humanos y en células endoteliales no se observa esta translocación
(Schutze el al.. 1990; Ritchie ci aL. 1991).
Cuando se inhibe la PKC con H-7 y estaurosporina algunos efectos del TNFa, como
la inducción de IFN(3, en fibroblastos humanos y del inhibidor del activador del plasminógeno
en melanoma humano, se anulan (Sehgal cf al.. 1987: Pytel el al?, 1990). Hamamoto el al.
(1990). en experimentos realizados con células infectadas con el virus HIV, observan que la
estaurosporina potencia la citotoxicidad del TNFa, mientras que el efecto sobre la replicación
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del virus no se ve afectado. Estos autores indican que es posible que el TNFcz induzca por
la vía de la PKC la síntesis o la fosforilación de una proteína que proteja a la célula de Ja
muerte.
Otros efectos del TNFcx, como la inducción de antígenos de superficie en células
endoteliales. la transmodulación del receptor de EGE en fibroblastos o la activación del factor
de transcripción NF-KB en células de leucemia, no se modifican en presencia de inhibidores
clásicos de la PKC (Bird & Saklatvala. 1990; Meichle el aL, 1990; Ritchie el aL. 1991)
Recientemente. Schutze ci al? (1992) han propuesto un nuevo modelo de transducción
de señal utilizado por el TNFci en células U937. En este modelo, existe una PC-PLC activada
que produce DAG, y a su vez este DAG activa una esfingomielinasa ácida que hidroliza la
esfingomielina para producir ceramida. Estos mismos autores indican que la ceramida es un
segundo mensajero capaz de inducir NF-kB. De esta forma explican que la PKC no sea
requerida para activar este factor de transcripción, hecho descrito por numerosos autores
(Meichle ci aL. 1990: Hohmann ci al?. 1991).
1.3.6.5. Vía de la adenilato ciclasa
Como va se ha indicado, en un gran número de sistemas, y en respuesta a diferentes
agoní stas. las proteínas O transmiten la señal que se inicia tras la unión del agonista a su
receptor activando una enzima situada en la membrana plasmática. la adenilato ciclasa (AC).
Esta enzima sintetiza cAMP a partir de ATP. El cAMP se degrada a adenosin-5’ -monofosfato
(5-AMPj continua ~ rapidamente por una o más fosfodiesteras de cAMP.
Dado que la proteína O en este caso está implicada en la activación enzimática, se
denomina proteína G estimuladora ~OJ. Cuando la proteína Q está activada por el complejo
agonista-receptor une una molécula de OTP. y activa la AC. La G~ mantiene la AC activa
tanto tiempo como el OTP está intacto. Cuando la proteína Q hidroliza el GTP a GDP
finaliza la activación de la ciclasa.
O~ permite dos tipos de amplificación de la señal:
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- una proteína receptora sencilla activada puede, en principio, activar muchas moléculas de
proteínas & colindantes, activando así numerosas moléculas de AC;
- en algunos casos, sin embargo, el ligando extracelular puede no mantenerse unido a su
receptor bastante tiempo para permitir que tenga lugar este mecanismo de amplificación.
Algunos ligandos por ejemplo pueden disociarse de su receptor en menos de un segundo. O~,
por sí misma, es capaz de mantenerse activa hasta 10 o 15 segundos antes de hidrolizar el
GTP unido. En este caso puede estar activando la AC después de que el ligando extracelular
se haya disociado.
Además de la amplificación, las proteínas O permiten una regulación del proceso de
activación. En principio la eficacia del acoplamiento entre los receptores y el enzima puede
alterarse por modificación covalente de la proteína O o por cambio de su concentración en
la membrana plasmática. La toxina del cólera es una enzima que cataliza la transferencia de
ADP-ribosa desde el NAD~ intracelular a la subunidad a de la proteína Q impidiendo que
esta proteína O hidrolice su OTP unido. Esta proteína Q permanece alterada indefinidamente.
es sólo un miembro de una gran tbmilia de proteínas O que acoplan receptores a
varios enzimas y canales ionicos en membranas celulares eucariotas.
La misma molécula señalizadora puede incrementar o disminuir la concentración de
cAMP intracelular, dependiendo del tipo de receptor al que se una. La diferencia se debe a
que las proteínas O que acoplan estos receptores a la ciclasa presentan idéntico complejo Gf3y
pero una subunidad Ca inhibitoria (O~aj. Cuando se activan los receptores acoplados a estas
proteínas O inhibitorias, se disocian las subunidades a y ¡By, y la G1a inhibe la AC
directamente, mientras que 0j3y actúa indirectamente por su unión con subunidades O, libres,
previniendo así su unión a moléculas de ciclasa (Alberts ex aL. 1983).
La proteinquinasa A (PKA) media la acción del cAMP. La ¡‘KA presenta una región
catalítica con la que interacciona el H-8, inhibidor de esta enzima. La ¡‘KA es capaz de
fosforilar numerosas proteínas, y presenta interacciones con otras rutas de segundos




los almacenes intracelulares de calcio, y de esta forma potencia la liberación de calcio
intracelular inducida por distintos agonistas (Burgess el al?, 1991).
En algunas líneas celulares se ha descrito un incremento en los niveles de cAMP tras
la estimulación con INFa. Este hecho aparece en tibroblastos humanos FS-4 y en células
mesangiales de rata tratados con INFa (Zhang ci aL. 1988; Baud el aL. 1988), y se debe
probablemente a un incremento en la actividad AC, mas que a la inhibición de las
fosfodiesterasas. Aunque se han descrito actividades del TNFa que también se producen como
respuesta a análogos del cAMP. a activadores de la AC o a inhibidores de la fosfodiesterasa.
cuando se estudian los efectos del TNFa junto con estos agentes se obtiene una respuesta
sinérgica (Lee ci al?. 198?: Scholz & Altman. 1989$ Esto parece indicar que el TNFa
presenta un mecanismo de transducción de señal distinto. Scholz y Altman (1989) sugieren
que el TNFcí tendría una acción indirecta sobre los niveles de cAMP: por ejemplo, activando
la subunidad catalítica de la AC por su fosforilación mediada por PKC. Esta hipótesis estaría
en concordancia con estudios realizados en células estimuladas con TNFa en presencia de
inhibidores de la PKA. donde no se observa inhibición de los efectos del INFa (Sehgal ex
al?. 1987). o sólo es una inhibición parcial (Zhang <ir al?. 1988; Pytel ci al?. 1990).
1.3.6.6. FACTORES DE TRANSCRIPCION
La acción del INFa sobre distintos tipos celulares es compleja ‘y píciotrópica. Este
hecho sugiere que esta citoquina puede. en última instancia. inducir la expresión de una gran
variedad de genes celulares ~ de controlar la actividad de los productos de estos genes. Estos
genes son de dos clases distintas:
- los genes que constituyen la respuesta primaria, o genes tempranos. cuyos productos se
activan sin precisar de síntesis proteica. Dentro de este grupo aparecen factores de
transcripción capaces de transmitir la señal de transducción citoplásmica al núcleo. Son
auténticos lerceros mensajeros.
- genes que precisan de síntesis proteica para su expresíon.
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Un factor de transcripción cuyo gen pertenece al primer tipo es NF-KB. El factor de
transcripción NF-KB representa el paso más importante en la señalización del INFa de
citoplasma a núcleo (Kruppa e: al?, 1992). Esta citoquina y la IL-] representan los activadores
fisiológicos específicos de NF-KB y del intensificador de HIV (Osborn ex al., 1989).
NF-KB es un heterodímero que presenta un polipéptido de SOkDa (subunidad de unión
a DNA) y otro de éSkDa (subunidad requerida para la inactivación). En células no
estimuladas la mayoría del NF-KB está en el citoplasma, y no puede unirse al DNA porque
está completamente bloqueado por el inhibidor proteico IKB. Un estímulo externo puede
activar numerosas proteinquinasas e inducir la fosforilación de IicB, produciéndose la
disociación del complejo. o alterándose la conformación. Esto da lugar al desenmascaramiento
de la región de unión a DNA de la señal y la translocación del dímero hacia el núcleo
(Baucrle & Baltimore. 1988: Lenardo & Baltimore. 1989: Kerr el aL, 1992).
Aunque NF-KB puede ser activo constitutivamente en algunas células (linfocitos B
maduros, monocitos y macrófagos). la actividad NF-KB no es intrínsecamente específica de
tejido (Lenardo & Baltimore. 1989: Hohmann ci aL. 1991).
La inducción en distintos tipos celulares de la actividad NF-KB por el TNFa precisa
de la unión de la citoquina al receptor de S5kDa (Kruppa eí aL, 1992). Posteriormente, y
dependiendo de la línea celular. el INFa puede estimular distintas proteinquinasas, o un
sistema distinto, que eventualmente produce la activación de este factor de transcripción
(Meichle ci aL. 1990: Schutze ci aL. 1992).
En la activación de NF-KB por TNFa se distinguen dos estadios: la activación rápida
(unos minutos después de estimular las células) es independiente de la síntesis proteica y se
consiue por la disociación de la proteína inhibidora (¡KB) del complejo preformado e
inactivo NF-ICB-IKB. El NF-KB activo desaparece rápidamente, y el poal de NF-KB inactivo
se agota cuando se inhibe la síntesis proteica. Para mantener constantes los niveles de NF-KB
activo es precisa. por tanto, la síntesis proteica de novo. y también es necesaria la
estimulación continuada de las células con INFa (Hohmann ex aL, 1991).
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Sin embargo, muchos de los genes inducibles por TNFx no presentan sitios de
reconocimiento por NF-KB. Por tanto, la inducción de la transcripción de genes celulares por
esta citoquina requiere la activación de otras proteína de unión a DNA, al mismo tiempo o
como consecuencia de la activación de NF-KB (Duh el al?. 1989). NF-KB puede intervenir en
la expresión de distintos genes. como genes de citoquinas, de proteínas plasmáticas en el
hígado, en la estimulación de otros transactivadores como c-fos y c-myc e incluso en su propia
estimulación (Sen & Baltimore, 1986: Lenardo & Baltimore, 1989; Lowenthal el al?. 1989;
Osborn el al?. 1989).
Existe un gran número de factores de transcripción que se ha descrito que son
inducidos por el INFa. Entre estos se encuentran c-myc. c-fos. cgr-1 y AP-1/c-jun en
tibroblastos (Yarden & Kimchi. 1986: Tobler <ir al?. 1987: Brenner ci al?. 1989: Cao el al?,
1992) y AP-lic-jun en células endoteliales (Dixit cx aL. 1988). También se ha descrito una




En las enfermedades activas del hígado, las células inflamatorias infiltradas en este
órgano liberan citoquinas que pueden contribuir a la fibrogénesis. Entre estas citoquinas están
la IL-1 e IL-6. TOFf3, PDGF y TNFct. Esta última es sintetizada por los macrófagos y
neutrófilos fundamentalmente y juega un papel importante en la modulación de numerosas
actividades celulares. Por ello, los objetivos planteados en esta tesis son:
1. Estudiar los efectos del TNFa sobre la producción de colágeno en lipocitos;
2. Definir los mecanismos intracelulares implicados en la transducción de señal
desencadenada por la unión del TNFrx a su receptor:
.i. Comprobar si el efecto del INFa se produce modulando la expresión del gen del
regionesprocolágeno cz.(I). En este caso, localizar las del promotor de este gen responsables
de los efectos del TNFa sobre la síntesis del mRNA.
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3.1. MATERIAL
Les estudios se realizaron en células de Ito (lipocitos) obtenidos por el Dr. M. Rojkind
(Nueva York. E.E.U.U.) de ratas cirróticas, tras la intoxicación crónica con CCI4, y cedidas
amablemente por él (Oreenwel ex aL. 1991).
El medio de cultivo H-MEM. suero fetal bovino, L-glutamina, antibióticos y
aminoácidos no esenciales se obtuvieron de Flow (Irvine. Escocia, Reino Unido); los frascos
de Roux y las placas multipocillos de Nunc (Roskilde, Dinamarca); el material de plástico de
Costar (Cambrigde, MA. E.E.U.U.’~, y los filtros de Millipore (Bedford, MA. E.E.U.U.).
El factor necrosante tumoral a humano recombinante fue de Oenzyme (Boston, MA,
E.E.U.U.j. Este producto tiene una pureza superior al 99%, determinada en gel de SDS-
PACE. El procedimiento de purificación incluye la precipitación con sulfato amónico y la
cromatografía de intercambio catiónico. Una unidad se define como la cantidad de TNFa
requerida para conseguir la mitad de ¡a citotoxicidad máxima de las células L929. 10,ug de
este producto se diluyeron con 9m1 de PBS. se alicuotaron y se congelaron a -70
0C
inmediatamente. Se evitó la descongelación/congelación múltiple.
Los siguientes compuestos fueron obtenidos de Amersham International (Amersham,
Inglaterra. Reino Unido): D-threo-(dichloroacetvl- 1 ~i4QChloranfenicol (actividad específica=
57mCi/mmol>: Deoxicitidina-5’ -[a-<2P]trifosfato (actividad específica= 3000Ci/mmol); L-
[‘4C]Prolina (actividad específica= 264mCi/mmol): L-[5-3H]Prolina (actividad específica=
43Cimmol): Multiprime DNA labelling system y membrana de nylon Hybond~-N. La
[Meihvl-3H]Thvmidine (actividad específica= 78,SCi/mmol), la L-[4-3H]Prolina (actividad
específica=23.2Ci/mmol) y el [‘2>I]TNFa humano recombinante (actividad específica=
3QuCijug) fueron de Du Pont-New England Nuclear (Boston, MA, E.E.U.U.).
La agarosa y el reactivo para la determinación de proteínas por el método de Bradford
se obtuvieron de Bio-Rad (Richmond. CA. E.E.U.UJ. las columnas de Sephadex 0-50 y el
poN dl-dC de ¡‘harmacia (Piscatawey. Ni. EE.UU.), las películas de autorradiografía XAR-5
de Kodak (Rochester, NY. E.E.U.UJ. el kit de purificación de DNA Gene Clean de BIO 101
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Inc. (La dolía. CA. EE.UU.), el fenol saturado de Appligene (lllkirch, Francia), el kit de
determinación de LDH de Knickerbocker (Barcelona), la D-Luciferina de Promega, los
oligonucleótidos de Clontech y el líquido de centelleo empleado para el contaje de muestras
radiactivas fue Pico-Flúor 40 (Packard Instruments, Downers Grove, IL, E.E.U.U.).
Las enzimas de restricción utilizadas, la cloranfenicol aciltransferasa y el acetil
coenzima A fueron de Boehringer Mannheim Biochemicals (Indianapolis. IN, E.E.U.U.).
El agar, la triptona y el extracto de levaduras utilizados para el crecimiento de las
bacterias transformadas se obtuvieron de Difco (Detroit, MI, E.E.U.U.).
Los solventes orgánicos (de grado analítico y las placas de cromatografía en capa fina
de gel de sílice fueron de E. Merck (Darmstadt. Alemania) y Scharlau (Barcelona).
El resto de los reactivos utilizados fueron de Sigma (Alcobendas. Madrid), excepto las
toxinas de pertussis y del cólera, el inhibidor de nucleótidos cíclicos H-8 y el quelante de
calcio intracelular Quin-2AN’l. que se obtuvieron de Calbiochem (La dolía. CA, E.E.U.U.).
El plásmido COLCATI utilizado en los ensayos de transfección, y que contiene el
promotor del gen del procolágeno cí1(1) de ratón fusionado con el gen de la cloranfenicol
aciltransferasa fue cedido generosamente por el Dr. LA. Brenner (San Diego. CA, EE.UU.).
El clon bacteriano HB 101 transformado con el plásmido pBR322 vector del cDNA
del procolágeno a1(l) de rata file cortesía del Dr. D. Rowe (Connecticut, E.E.U.U.) (Lichter
ex al?. 1989).
3.2. CULTIVO DE LOS LIPOCITOS
Las células se cultivaron a 37
0C en H-MEM con HEPES suplementado con 10% de
suero de ternera fetal inactivado. 2mM glutamina. 1% de aminoácidos no esenciales, y
IÚÚUI/ml de penicilina ~ estreptomicina.
Tratamiento de las células
Para los ensayos de unión a receptor. de transfección y de cuantificación de mRNA,
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los mediadores se añadieron a las concentraciones indicadas al medio de cultivo. En los
experimentos con los inhibidores, el TNFcz se añadió después de al menos una hora de
preincubación con el inhibidor sólo, y los inhibidores estuvieron presentes durante la
incubación. Las incubaciones fueron de 24 horas.
3.3. PRODUCCION DE COlÁGENO
El efecto del TNFct en el metabolismo del colágeno se examinó adicionando el factor
al cultivo celular en confluencia (en frascos Roux de 80cm2 con 10 ml de H-MEM
suplementado como va se ha indicado), durante el tiempo de preincubación (16-20 horas).
Después de este tiempo. se añadieron 0.2mM de ácido ascórbico (como cofactor de prolil y
lisiloxidasas) ‘~‘ lQuCi de L-[52H]prolina. y se incubó durante 4 horas (Holt ex al?, 1984). El
marcaje de las células terminó enfriando las placas a 40C.
Las proteínas colágenas ~ no colágenas se determinaron por el método de la
colagenasa (Peterkofsky & Diegelmann. 1971’). con algunas modificaciones posteriores
(Chojkier cx aL. 1980: Peíerkofskv cx aL. 1982: Flahert’¿ & Chojkier, 1986’). La radiactividad
de las proteínas sensibles a la colagenasa VII ~ de las no sensibles sirvió para calcular el
porcentaje relativo de la producción de colágeno. Esta radiactividad se midió en un contador
de emisión (3.
3.4. PROLIFERACION Y CITOTOXICIDAD
3.4.1. Proliferación de los lipocitos
La proliferación de las células se determinó cuantificando la incorporación de [6-
3H]Timidina en el DNA. Les lipocitos se incubaron durante 24h con el TNFct a las dosis
indicadas y 0.SyCi/ml de [6-3H]Timidina. Posteriormente se retiró el medio, se lavó la
monocapa dos veces con PBS frío, y se rasparon las células. Las células se lisaron por
sonícación y el DNA se precipito con acido tricloroacético (concentración final= 10%).
Despues de su centrifugación, los precipitados de DNA se lavaron cuatro veces con ácido
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tricloroacético al 10% y se disolvieron en NaOl-I 0.2N. La radiactividad en esta fracción
insoluble en ácido tricloroacético se utilizó como indice de la incorporación de [6-3H]timidina
en el DNA.
3.4.2. Evaluación de la citotoxicidad
El efecto citotóxico se estudió por dos técnicas diferentes: mediante el recuento del
número de lipocitos antes y tras las 24h de incubación con el TNFcí por la técnica de
exclusión con azul tripán al 0.1% (p/v), y determinando los niveles de la enzima
citoplasmática lactato deshidrogenasa íLDH’), liberada por las células al medio de cultivo
celular, utilizando un ensayo comercial.
.tS. MEDICION DE LA PROLINÁ INTR4CELULAR
Este estudio se realizó siguiendo a Flahertx’ ~ Chojkier (1986’). Las células fueron
incubadas en las mismas condiciones indicadas anteriormente y expuestas al INFa durante
24h. La síntesis de proteínas se marcó con LH]prolina. como se especificó en la
determinación de la producción de colágeno. Pasadas las 4h de incubación se eliminó el
sobrenadante. Las células se lavaron repetidas veces con PES hasta eliminar la prolina no
incorporada a las células. Tras ello se recogieron las células, se rompieron mediante
ultrasonido y se precipitaron sus proteínas con ácido tricloroacético al 10%. Las proteínas se
centrifugaron a 3000rpm durante 10 minutos. En el sobrenadante se determinó la radiactividad
de la [3H]prolina intracelular.
3.6. DETERMINACION DE LA SECRECION DEL COLÁGENO
Esta medición se realizó mediante el marcaje de los cultivos celulares en las mismas
condiciones indicadas para la determínacion de la producción de colágeno. Tras las 4h de
incubación se determinó por separado el colágeno existente fuera y dentro de las células, por
el método de la colagenasa. La secreción fue expresada en forma del porcentaje del colágeno
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total que se encuentra fuera de las células.
3.7. DETERMINACION DE LA HIDROXILACION DE LA PROLINA
Este estudio se realizó siguiendo el método dual de Chojkier el al? (1980), que se basa
en el marcaje del colágeno sintetizado con [3H]prolina y [14C]prolina,en proporción 4:1.
Ambos isótopos son incorporados al colágeno recién sintetizado en la misma proporción 4:1.
La hidroxilación de la [3H]prolinasupone la sustitución del tritio situado en posición 4-trans
por el radical hidroxilo, perdiéndose la radiactividad dependiente del tritio proporcionalmente
al grado de hidroxilación. La hidroxilación de la [‘4C]prolina no repercute sobre la
radiactividad debida a este isótopo, ya que los átomos de carbono no sufren movilización por
la hidroxilación. La determinación del cociente ‘H/14C en el colágeno refleja el grado de
hidroxilación sufrido por esta proteína.
El cálculo del grado de hidroxilación se realiza a partir de la fórmula:
- ~H/’4C en colágeno
% Hidroxilación = 3H/4C inicial en medio0.69
3.8. TECNICA DEL “NORTHERN BLOT
’
3.8.1. Extracción del RNA
El RNA citoplásmico total se aisló de las células de Ito esencialmente como describen
White y Bancroñ (1982’). usando un tampón de lisis con NP-40. Posteriormente se realizaron
extracciones con fenol:cloroformo para eliminar las proteínas del lisado. El RNA citoplásmico
se recupera mediante precipitación con etanol (Maniatis ex aL, 1982).
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3.8.2. Preparación de las sondas de cDNA
El clon bacteriano HB1O1 transformado con el plásmido pBR322 vector del cDNA del
procolágeno cí~(I) de rata se crecio en medio LB broth. Las bacterias se recogieron por
centrifugación, se lisaron y se obtuvo el plásmido amplificado mediante la precipitación con
isopropanol (ver amplificación de COLCATí, punto 3.11.1.). La sonda se obtuvo mediante
la digestión del plásmido amplificado con la enzima de restricción Pst 1. y se purificó con
Cene Clean.
La sondase marcó isotópicamente con [cx-’2P]-dCI’Pcon la técnica del random primer
(Feinber & Vogelstein. 1983). Los nucícótidos no incorporados se eliminaron purificando la
sonda marcada por cromatografía en columna de Sephadex 0-50. La actividad específica fue
aproximadamente de líO9 cpm¡ug de DNA.
3.8.3. Northern bInÉ
lQug del RNA citoplásmico se corrieron en un gel de agarosa al 1% según describe
Thomas (198w. Las muestras de RNA se transfirieron por capilaridad con 2OxSSC a filtros
de nylon (Hvbond V) durante toda la noche. El ácido nucleico se fijó a la membrana
exponiendo ésta 5 minutos a la luz ultravioleta. Posteriormente se realizó una prehibridación
de 2k a 65’~G en 7%SDS. 0.5M buffer tbsfato (pH 7.0) y SOyg/ml de DNA de esperma de
salmón sonicado y hervido. Los filtros de nylon se hibridaron durante toda la noche a 650C
en la misma solución con 106 cpm.ml de la sonda marcada. Finalmente los filtros se lavaron
tres veces duranre 10 minutos con xSSC, 0.1%SDS (pH 7.0) a temperatura ambiente. y una
vez t20 minutos) con 0.lxSSC. 0.1%SDS (pH 7.0) a 600C y se expusieron a película de rayos
X a -700C con pantalla intensificadora. La cuantificación se realizó por densitometría.
3.9. ENSAYOS DE UNION DEL TNFa A SU RECEPTOR
Estos ensayos se realizaron en cultivos en confluencia. Despues de retirar el medio de
crecimiento, las células se incubaron con varias concentraciones de [i=SI]TNFQhumano en
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MEM completo. Cuando fue preciso se añadieron distintas concentraciones de TNFc¡ no
marcado simultáneamente con el [12~I]TNFa.Despues de 24h de incubación a 40C. las células
se lavaron cuatro veces con H-MEM completo frío y se solubilizaron en 0.1% de SOS. La
radiactividad se determinó en un contador gamma. La unión específica es la diferencia entre
la unión total y la no específica en presencia de un exceso de 100 veces del TNFcí no
marcado.
En el estudio del efecto de los inhibidores sobre la unión del TNFcr a su receptor, las
células se preincubaron 2h con el inhibidor, y se incubaron con [i2SI]TNFa(400nM) durante
24h a 40C. El procesamiento fue el va indicado.
3.10. TECNICA DEL RETARDO EN GEL IMobilltv shift assav
)
3.10.1. Preparación de ¡os extractos nucleares
Las células se incubaron como se indica en el punto 3.2. Transcurridas las 24 horas,
las células se rasparon a 4L)C. se lavaron con PBS dos veces, y se resuspendieron en el tampón
A (lOmM HEPES pH-S %mM NaCí: 0.SmM sacarosa: lmM EDTA pH=8: 0.SmM
espermidina: Ú.I5mM espermina: 0.5% Tritón X-100: lmM PMSF; 0.5uwml leupeptina;
0. 5.ugiml pepstatina: 0.2Uml apoprotina: 7mM mercaptoetanol), donde se incubaron 5
minutos a 40C. Posteriormente se centrifugaron, y el precipitado nuclear se recuperó en
tampón E (lOmM HEPES pH=8: 5OmM NaCí: 0.lmM EDIA pH=8; 0.SmM espermidina;
0.l5mM espermina: 25% glicerol: lmM PMSF: 0.Spg/ml leupeptina: 0.SygIml pepstatina;
0.2U/ml apoprotina; 7mM mercaptoetanol), y se centrifugó inmediatamente, tras lo cual se
retiró el sobrenadante y se secó bien el precipitado. Este precipitado se resuspendió en tampón
O (íOmM HEPES pH=8: 350mM NaCí: 0.lmM EDTA pH=8; 0.SmM espermidina; 0.l5mM
espermina: 25% glicerol: lmM PMSF: 0.Syg¡ml leupeptina; 0.5ug/ml pepstatina; 0.2U/ml
apoprotina: ?mM mercaptoetanoh. y se extrajo durante 30 minutos a 4~C por rotación.




3.10.2. Ensayo de retardo en 2e1
El oligonucleótido específico de NF-KB, que contenía las dos secuencias consenso
localizadas en el intensificador de HIV-1 (Israel et aL, 1989), fué sintetizado por Promega.
Este oligonucleótido tenía la siguiente secuencía:
5’AGCITACAAGGGACVVFCCGCTGGGGAC1YfCCAGGGA
ATG3-rCCCTGAAACGCGACCCUrGAAAGGTCCUrCGA%
Esta sonda se marcó isotópicamente con [a-32P]-dCTP con la técnica del random
primer (Feinber & Vogelstein. 1983).
Para determinar la unión de proteínas nucleares a esta sonda. 3ug de proteinas de
extracto nuclear se incubaron con lng (5.104c.p.m.) de sonda, en presencia de dI-dC (2yg) y
de albúmina de suero bovino 1 3ua) en 20u1 de tampón de reacción (7.lmM HEPES pH=8:
3SmM NaCí: ImM MgCI,: 0.5mM DTT: SOuM EDIA: 7.1% glicerol) durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Para comprobar la especificidad de la unión. se realizaron las
reacciones de competición paralelas, con un exceso de sonda fría (long).
Las muestras se analizaron en gel de poliacrilamida (5%) en 0.5% TBE a 15V/cm.
Posteriormente el gel se seco a vacío, y se expuso a autorradiografía.
3.11. TECNICA DE LX CLORANFENICOL ACETILTRÁNSFERASA
3.11.1. Amplificación y purificación del plúsmido COLCAT 1
El plásmido empleado pertenece a la línea pUC. de 5.4Kb. y es resistente a la
ampicilina. Entre las secuencias del locus ‘Lac Z” y las del locus “O” existe un punto “Xba
1’. sensible a esta enzima de restricción, que es donde están insertas las secuencias del
promotor del procolágeno u(l). seguidas del gen de la enzima cloranfenicol acetiltransferasa.
Las bacterias transformadas con este plásmido se encontraban conservadas en glicerol
a -set. Estas bacterias se crecieron inicialmente en 2m1 de caldo de cultivo universal.
Posteriormente se vertieron en un matraz de 2000m1 conteniendo lOOOml de medio de cultivo
LB broxh con ampicilina (5Qug.¡ml) y se dejaron unas 4 horas a 370C en agitación a 25Orpm,
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hasta que la densidad óptica a SSOnni se situé entre 0.4 y 0.5. En este momento se frenó el
crecimiento bacteriano mediante la adición de cloranfenicol (85yg/ml) y se mantuvo el cultivo
en las mismas condiciones durante otras 24h. En este tiempo el plásmido se multiplica dentro
de las bacterias, pero no lo hacen éstas. Pasado este tiempo, se centrifugaron las bacterias a
SOOOrpm. durante 20 minutos a 40C. El sedimento bacteriano se sometió a lisis alcalina (0.2M
NaOH. 0.1% SOS) y enzimática (Zmg/ml lisozima), y se expuso a 3M acetato sódico (pH 4.6)
durante 20 minutos. Los restos bacterianos se eliminaron por centrifugación a l2SOOrpm, 30
minutos y 40C. El sobrenadante (con el plásmido. el DNA bacteriano, el RNA y proteínas
bacterianas) se digirió con RNAasa (iug/ml) durante lb. Tras ello, se extrajo con
fenol/cloroformo (1:1; y/y). eliminándose las proteínas bacterianas y el RNA. El DNA
plasmídico del extracto ~que contenía DNA plasmídico y cromosómico) se precipité con 1
volumen de isopropanol (lh. -200C1 recuperándose por centrifugación durante 20 minutos a
l2000rpm y 40C. El precipitado se disolvió en agua y se sometió a purificación mediante
ultracentrifugación en gradiente de cloruro de cesio. Se añadió lg de CsCI por ml de extracto.
Una vez disuelto eL CsCI se añadió a la mezcla USmí de una solución de bromuro de etidio
(10mg~ml). Se centrifugo a 3(JÚÚrpm. durante 15 minutos a 200C. El sobrenadante con el DNA
plasmídico se ultracentrifugó a 44krpm durante 48h a 200C. Tras esto, aparecieron tres capas
teñidas con el bromuro de etidio: la superior corresponde al DNA cromosómico bacteriano,
la intermedia al DNA plasmídico. y otra en el fondo del tubo que es el RNA. Tras pegar un
celofán sobre el tubo de ultracentrifugación se clavaron tres agujas en el tubo: la superior se
destinó al paso del aire, y otra por debajo de Ja capa de DNA bacteriano por la que se retiró
el DNA cromosómico. Una vez que se retiró la totalidad de este DNA, se colocó una aguja
inferior, ligera mente por debajo de la capa que contiene el DNA plasmídico. recogiéndose por
ella este DNA.
El DNA plasmídico contenía bromuro de etidio y CsCI. El colorante se eliminó
mediante extracciones con un volumen de alcohol isoamílico y el CsCI por diálisis con Tris-
EDTA a pH 8.0. y a 40C. El DNA así obtenido se precipité con 1/10 de volumen de acetato
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sódico 3M y 2.5 volúmenes de etanol. Se dejó a -200C durante unas horas, se centrifugó, y
el precipitado se disolvió en agua. La concentración se determinó mediante la lectura de
densidad óptica a 2óOnm y 2SOnm.
Este plásmido. así obtenido, se sometió a la digestión por diferentes enzimas de
restricción (Hind III y Pst 1). con lo que se obtuvieron varios DNA quiméricos, linearizados.
Todos ellos tiene en común que su extremo 3’ porta la totalidad de las secuencias de la CAT.
Sin embargo. el extremo 3’ es diferente de unos a otros, ya que la región promotora del
colágeno tiene una longitud variable dependiendo del lugar donde haya actuado la enzima de
restricción empleada.
3.11.2. Transfección de los ¡mocitos
Las células empleadas para la transfección se deben hallar en fase de crecimiento
activo, tras haber sido tripsinizadas ~ sembradas 24h antes.
Estos lipocitos en fase de crecimiento exponencial se tripsinizaron. se lavaron con
PES. ~‘ se resuspendieron nuevamente en medio completo. El contaje de las células se realizó
por la técnica de exclusión con azul tripán al 0.1%. (p/vY Por cada condición experimental
se utilizaron:
1.- Células de Ito en crecimiento: 5x10” células:
2.- DNA sonicado de esperma de salmón: 2Opg por cada 5x106 células;
3.- Yug de plásmido COLCAT1. COLCAT2 o COLCAT7 (los dos últimos. en los casos de
corte del plásmido COLCATí con las enzimas de restricción Hind III y Pst 1,
respectivamente), por cada 5 millones de células.
La transfección se realizó mediante electroporación con el equipo de electroporación
automática CELLIECTELECTROPORA TION SYSTEMS. de Eurogentec SA.. La suspensión
celular, en medio completo y a 40C. se sometió a doble pulso eléctrico:
- el primer pulso se realizó a 700 voltios, una resistencia de 282Q y capacitancia de 40,uF.
Es importante que el tiempo de la descarga no sea menor de 1.3 mseg para que la eficacia
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de la transfección sea óptima:
- el segundo pulso lo realizamos fijando el voltaje en 150 V, 1200SF de capacitancia, siendo
la resistencia x,
Las células procedentes de cubetas transfectadas con el mismo plásmido se reunieron
en un único tubo y se sembraron en los diferentes frascos Roux. Tras 24h de cultivo a 370C
en condiciones estándar, se procedió a retirar el medio, y a añadir medio fresco; en el caso
del estudio con inhibidores, se preincubaron las células transfectadas con el inhibidor una hora
antes de la adición del INFa.
En el ensax’o de la actividad de distintas regiones del promotor se realizó
cotransfección de las construcciones CAl con 9yg de plásmido LTR-LUC por cada 5.106
células en las mismas condiciones expuestas anteriormente.
La actividad luciferasa se determinó en una alícuota de la suspensión celular. Las
células se resuspendieron en lOQul de tampón de lisis pH 7.8 (2SmM Tris base; SmM MgCI,;
lmN4 Dfl: 1% Tritón Y- 100: 1% BSA: 15% glicerol) y se determinó la actividad con un
luminómetro LUMAT LB 950/ (Berthold’), que inyecta lOQul de tampón de reacción (lmM
Luciferina: 2OmM ATP’).
3.11.3. Medición de la actividad cloranfenicol acet¡ltranst’erasa (CAT assav
)
Tras la incubación de 24h. se eliminó el medio de cultivo, se lavaron las células con
PBS. se rasparon y se centrifugaron a l2Krpm. 20 segundos. 200C. El precipitado celular se
resuspendió en Tris-CIR 0.25M (pH 7.5). Tras ello. se rompieron las células por sonicación
en hielo. Con la rotun de las células se logró que se liberase la enzima cloranfenicol
acetiltransferasa que hubieran podido sintetizar.
Para medir la actividad de esta enzima se tomaron lO3.2Syl del lisado celular y se
combinaron con Syl de ‘4C-cloranfenicol, 2Opl de acetil coenzima A 4mM y 2l.’75pl de Tris
2M (pH 7.41 Esta mezcla se incubó a 370C durante 2 horas para que la enzima existente
pudiera acetilar al ‘4C-cloranfenicol. Este y sus derivados acetilados se extrajeron con imí de
- fis -
MATERIAL Y METODOS
acetato de etilo y centrifugación durante 2 minutos a 12000g y 200C. Tras ello, se tomaron
9OQul del sobrenadante de acetato de etilo y se evaporaron a vacio. El sedimento seco, donde
permanecen los derivados del cloranfenicol, se redisolvieron en lOitI de acetato de etilo y se
aplicaron sobre una lámina de cromatografía en capa fina de silicagel. El cromatograma se
desarrolló utilizando como liquido de elución 200m1 de cloroformo/metanol (190:10, y/y).
durante 2h. Tras este tiempo se secó la cromatografía y se expuso a autoradiografía durante
24h. a temperatura ambiente. Las marcas resultantes se leyeron por densitometría.
La actividad cloranfenicol acetiltransferasa se expresa en porcentaje de cloranfenicol
total que se encuentra en forma acetilada por 5.106 células.
3.12. Determinación de la concentración de proteínas
La concentración proteica se determinó por el método de Bradford (1976) utilizando
albúmina de suero bovino (fracción V) como patrón.
3.13. TRATAMIENTO EST4DISTICO
Los resultados se analizaron mediante el test de la de Student. aceptando como




4.1. EFECTOS DEL TNFct SOBRE LA PRODUCCION DE PROTEINAS
COLAGENAS Y NO COLAGENAS
4.1.1. Producción de coldeeno
El TNFa (O.énMj provoca en cultivos de lipocitos un significativo descenso en la
producción porcentual de colágeno respecto al total de proteínas sintetizadas por esas células
(5.0+1.1 us. 3.7±0.9%;pc0.001). Este efecto inhibitorio lo detectamos también en otras líneas
celulares (fibroblastos humanos y células de la línea 313) (Fig. 1). La inhibición fue más
evidente y significativa cuando la concentración de TNFct en el medio fue mayor (1.2nM)
(5.0±1.1vs. 3.0±0.5%:p<O.OOl) (Fig. 2).
4.12. Producción de proteínas no cola2enas
En teoría, un descenso en el porcentaje de colágeno producido puede deberse tanto
a una disminución en la producción de colát~eno como a un ascenso en la de proteínas no
colá~enas. Sin embargo, la incorporación absoluta de [3H]proiinaa estas últimas proteínas no
se modificó significativamente (con 0.6nM de INFa. 719+212 us. 748+5 dpm x 103/placa;
ns» (Fig. 31 mientras que al mismo tiempo se comprobaba un descenso de la incorporación
de la LH]prolina al colá~eno del 26% (36+6 Vs. 27+5 dpm x 103/placa. pc0.01).
4.2. EFECTOS PROLIFERATI VOS Y CITOTOXICOS
4.2.1. Proliferación
Uno de los efectos biológicos, bien conocido, del TNFa es el de inducir la
proliferación celular en cultivos. Existía por ello la posibilidad teórica de que la inhibición
de la producción de colá~eno no fuera más que la consecuencia de la desviación de la síntesis
proteica desde el colágeno, proteína funcional de exportación, hacia otras estructurales
intracelulares, necesarias para la proliferación celular. Por esta razón, medimos los efectos que
tiene el INFa sobre la incorporación de la [6-3H]timidinaa las células en las condiciones en
que estabamos realizando los estudios. Este experimento nos mostró que el TNFa, en las
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condiciones en que se desarrollan estos estudios, no influye sobre la proliferación celular. La
incorporación de [6-3H]tirnidina a las células fue idéntica en las expuestas al TNFcx que en
las utilizadas como control (Fig. 4).
4.2.2. Citotoxicidad
También es bien sabido que el TNFa se comporta como citotáxico sobre algunas
líneas celulares. Por ello, existía la posibilidad de que el descenso de la producción de
colágeno expresase la reducción de la viabilidad de esas células expuestas al INFa. Con este
fin realizamos dos tipos de mediciones para detectar ese presunto daño celular: el recuento
de células antes y tras ‘4k de exposición al TNFa x’ el cálculo del porcentaje de LDH celular
que se había liberado al medio.
El descenso del número de células tras 24k de exposición al INFa no se diferencia
significativamente del que se observó en las células controles en ese mismo tiempo (Fig. 5).
Tampoco se observó una alteración en su morfología característica.
El porcentaje de LDH en el medio de cultivo de las células expuestas durante 24k al TNFa
no se diferencié significativamente del de las células controles (Fig. 6).
4.3. NIVELES INTRACELULARES DE PROLINA
La cuantía de colágeno producida por una célula puede estar limitada por la de
aminoácidos disponibles. De éstos, el más representativo de esta proteína. y uno de los más
abundantes, es la prolina. Una ausencia de este aminoácido en el medio o un trastorno en su
transporte al interior de las células puede traducirse en una menor produccián de colágeno.
Por esta razón determinamos el efecto del TNFa sobre el transporte de este aminoácido a las
células. Para ello medimos la [3H]prolina (DPM) intracelular tras 24h de exposición a las
células. La metodología seguida para ello es la expuesta en el punto 3.5.
Como muestra la figura 7 no existían diferencias significativas en el poot intracelular
de prolina entre ambos grupos de células.
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4.4. SECRECION DE COLÁGENO E HIDROXILACION DE LA PROLINA
INTRACELULAR
El colágeno, una vez sintetizado en los ribosomas. sufre una serie de cambios
postraduccionales que son imprescindibles para su secreción. Entre estos cambios destaca la
hidroxilación de la prolina y de la glicina. Si la primera de estas hidroxilaciones no se
produce. los péptidos de colágeno no se unen entre sí y el colágeno no puede ser secretado.
Por ello, un posible mecanismo para la inhibición de la producción de colágeno pudiera ser
a través del bloqueo de la hidroxilación de la prolina. Para explorar este mecanismo
realizamos dos tipos de experimentos: (4.4.1.) Efecto del TNFa sobre la secreción del
colágeno. Esta medición detecta cualquier defecto postraduccional. incluido el de la
hidroxilación de la prolina. que pudiera ser crítico para la secreción de colágeno: (4.4.2)
Efecto sobre la hidroxilación de la prolina.
4.4.1. El efecto del TNFa sobre la secreción del colá2eno se estudió determinando por
separado el colágeno existente fuera ‘y dentro de las células. Como muestra la Fig. 8, el TNFa
no interfiere con los mecanismos necesarios para la secreción del procolágeno. La tasa de
secreción de procolágeno en las células tratadas con TNFa fue idéntica a la de las células
controles.
4.4.2. La determinación de la hidroxilación de la prolina por el método dual (Chojkier et
aL. 1980) mostró que las células expuestas al TNFa no sufren modificación significativa en
la hidroxilación del colágeno <Fig. 91
4.5. NIVELES DE mRNA DE PROCOLAGENO a1W
Dado que el TNFa no modifica los mecanismos que sufre la molécula de procolágeno,
se procedió a comprobar si la disminución en la producción de colágeno se debe a un
descenso en su síntesis o a un aumento en su degradación. Para ello se deterininó la cuantía
de mRNA de procolágeno cz1(l>. al ser éste el transcrito de colágeno producido
mayoritariamente por los lipocitos en cultivo (Creenwel ci al., 1991).
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Les niveles de mRNA de procolágeno a1(I) de los lipocitos incubados durante 24h con
0.ónM de TNFcx se redujeron en un 37% respecto a los controles (100±0vs. 64+15; pc0.OOl)
(Fig. 10). Además, el efecto inhibitorio es dependiente de la dosis y del tiempo de exposición
al TNFx (Fig. 11 y Fig. 12, respectivamente). El mayor efecto inhibitorio se obtuvo tras 24k
de incubación de los lipocitos con una concentración de TNFct de 0.6nM (Fig. 12). El
descenso en los niveles de mRNA de procolágeno inducido por el TNFa requiere
incubaciones prolongadas, aunque reviefle paulatinamente (posiblemente por la degradación
de la citoquina).
La disminución de la producción de colágeno en lipocitos de cultivo tratados con
TNFa está, por tanto, asociada con un descenso en el mRNA de procolágeno a~(l), lo cual
indica que esta citoquina ejerce su efecto inhibitorio, al menos, a nivel pretranscripcional.
Cuando bloqueamos la síntesis proteica con cicloheximida (0.lmM) se observa que
desaparece el efecto inhibitorio del INFa sobre el mRNA de procolágeno a1(I) (Fig. 13).
Esto podría indicar que es precisa la síntesis dc ¡¡ovo de una proteína para que se produzca
el efecto completo del TNFa.
4.6. MECANISMOS INTRACELULARES IMPLICADOS EN LA TRANSDUCCION
DE SENAL DEL TNFa
Una vez que se comprobó la disminución de mRNA, se investigaron los mecanismos
utilizados por el INFa para producir este efecto.
4.6.1. Unión del TNFa a su receptor
La respuesta celular al TNFa se inicia con la unión de esta citoquina a receptores de
alta afinidad situados en la membrana (Oíd. 1985: Beutler & Ceramí. 1986; Scheurich et aL,
1986V
La unión del [‘
251]TNFxa sus receptores sigue una cinética sigmoidea, alcanzándose




Algunos autores indican que el TNFct, antes de desencadenar sus actividades
biológicas, se internaliza en acidisomas (Ruff & Gifford, 1981; Tsujimoto el aL, 1986;
Mosselmans el al.. 1988; Smith el al., 1990; Yoshimura et aL, 1990). Por ello procedimos a
inhibir la internalización del complejo receptor-TNFcx con cloroquina (100MM). Sin embargo,
no se modificó el efecto estudiado del TNFa. lo cual indica que este proceso no es
imprescindible para que se desencadene la inhibición de la síntesis de mRNA de procolágeno
ct1(1) (Fig. 15).
4.6.3. Proteínas G
Posteriormente estudiamos el papel de las proteínas G. ya que se han descrito efectos
del INFa en los que estas proteínas parecen estar implicadas (Hepburn ci al.. 1987; Yamato
u aL. 1989V La inhibición de la proteína G acoplada al receptor del TNFa mostró que se
trata de una proteína G sensible a toxina pertussis. Existe un bloqueo del efecto inhibitorio
del TNFa sobre los niveles de mRNA de procolágeno a1(I) cuando las células han sido
preincubadas con lOng/ml de toxina pertussis 24h antes de tratarlas con TNFa (Fig. 16).
También se estudió la sensibilidad de la proteína O a la toxina colérica (O.4ug/ml). La
activación de esta proteína eleva los niveles de cAMP, cuyos efectos sobre la síntesis de
colágeno son claramente inhibitorios (Perr ci aL. 1988). de forma similar a la del TNFa. Sin
embargo, el efecto de esta toxina era aditivo con el efecto del TNFa. lo cual indicaría que
la proteína G estudiada, en principio, no activa la adenilaro ciclasa, sino que son dos vías
independientes (Hg. 16).
Ninguna dc las dos toxinas modificó la afinidad del TNFa por sus receptores.
4.6.4. Vía de la fosfolinasa A. y del uieido arapuidonico
Las proteínas G pueden estar acopladas a la fosfolipasa A,. Numerosos autores han
observado que el TNFa induce la activación de esta enzima y que su citotoxicidad desaparece
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al inhibiría (Matthews a al.. 1987: Clark ci aL, 1988; Neale ci aL. 1988: Spriggs ei al.,
1990). Algunos productos de la acción secuencial de la PLA, y de la ciclooxigenasa. las
prostaglandinas, además de ser mediadores de distintos efectos biológicos del TNFcz (Dayer
el aL. 1985), pueden inhibir la síntesis de colágeno (Varga el aL, 1987). Por esto estudiamos
la capacidad del TNFa de inducir la activación de la PLA,. Para ello utilizamos como
inhibidores directos de esta enzima el BPB (20,uM) y la quinacrina (2pM), y como inhibidor
indirecto la dexametasona (0.8uM). La diferencia entre ellos es que la última depende de la
síntesis proteica para ejercer sus efectos~. ya que los corticosteroides inducen la síntesis de
proteinas como las lipocortinas. capaces de inhibir la PLA, (Davidson ez aL. 1987).
Con ninguno de los tres inhibidores utilizados observamos el bloqueo del efecto
inhibitorio del INFa sobre el mRNA de procolágeno cí1(I) (Fig. 17).
La síntesis de ácido araquidónico. en la mavoria de las células, depende de la actividad
PÍA,. Sin embargo, este metabolito puede originarse a partir del diacilglicerol (Mauco el al.,
19841 y aunque la PLA. no esté implicada, puede existir una activación de la lipoxigenasa
o de la cicloxigenasa por accion del TNFa. De hecho, se ha descrito que en células
quiescentes adipogénicas el TNFct causa la inducción de los protooncogenes c-fos y c-jun
mediante los metabolitos generados por la lipoxigenasa (Chang el aL. 1992).
La inhibición de la lipoxigenasa se realizó con NDGA (24uM) y la de la cicloxigenasa
con indometacina (lOOuM). En ninguno de los dos casos encontramos evidencias de la
implicación de estas vías en la transducción de señal del TNFa. En el caso de la
preincubación con indometacina se observa un ligero aumento en los niveles de mRNA de
procolágeno cx~(l); sin embargo, este inhibidor, por sí mismo, es capaz de aumentar de forma
considerable los niveles del transcrito estudiado respecto al nivel basal (produce un
incremento del 66%). probablemente por inhibición de la síntesis endógena de
prosraglandinas. Tomando como controles los niveles de mRNA de procolágeno de las células
tratadas con indometacina. el porcentaje de niRNA de las células tratadas con TNFa e
indometacina sigue disminuido (57% de inhibición con INFa respecto a los controles sin
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tratar vs. 59% de inhibición con TNFa e indometacina respecto a los controles de
indometacina) (Fig. 18). Además, la indometacina disminuyó en un 38.9% la unión del TNFcx
a su receptor. Aunque no se ha comprobado la relación entre el número de receptores y el
efecto de la citoquina. no se puede descartar que un descenso en la unión sea responsable de
la menor respuesta al TNFcí obtenida en células preincubadas con este inhibidor.
4.6.5. Vía de la fksfolipasa C
La proteína G sensible a toxina pertussis también puede activar una fosfolipasa C. El
bloqueo de la PI-PLC con neomicina (250pM) no alteró el efecto del TNFa sobre los niveles
de mRNA de procolágeno (flg. 19).
La fosfolipasa C también puede actuar hidrolizando la fosfatidilcolina de la membrana
celular. Sin embargo, el EFE (inhibidor de la PLA. que también es capaz de bloquear la PC-
PLC insensible al calcio> no modificó el efecto estudiado del TNFa. como va se ha indicado
(Hg. 17).
Otro inhibidor de distintas fosfolipasas es la gentamicina (Floru u aL, 1991). La
gentamicina (Suwml) anuló completamente la disminución producida por el INFa sobre el
mRNA de procolágeno (Fig. 19).
Estos resultados indican que la proteína C activada por el TNF está acoplada a una
fosfolipasa. Esta enzima no parece pertenecer al grupo de la PLA,, ni al de la PI-PLC, ni ser
una PC-PLC independiente de calcio, ya que no es sensible ni a la neomicina ni al BPB, pero
si a la gentamicina.
Dos segundos mensajeros implicados en la transducción de señal de muchos agonistas
son el diacilglicerol (DAG). activador fisiológico de la PKC, que trasloca esta enzima del
citosol a la membrana, y el Ca> intracelular libre.
4.6.5.1. Calcio intracelular libre
Les niveles de Ca> intracelular libre pueden incrementarse mediante la movilización
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de este ion desde los almacenes intracelulares, o mediante su entrada a través de canales de
calcio dependientes de voltaje localizados en la membrana plasmática.
Por otra parte. el calcio disminuye la síntesis de colágeno en fibroblastos humanos
(Flaherty & Chojkier. 1986), siendo por ello un posible efector de la inhibición del mRNA
estudiado.
El tratamiento de los lipocitos con el ionóforo A23187 (10pM), que libera Ca> del
retículo endoplásmico, produce un descenso en los niveles de mRNA de procolágeno ct1(I).
Este efecto es sinérgico con el producido por el INFa (Fig. 20).
Un aumento en los niveles de Ca> también podía deberse a que el TNFa activase los
canales de Ca>. y permitiera la entrada de este ion. Para investigar esta posibilidad,
procedimos a bloquear los canales de calcio de la membrana celular con verapamil (lOmM).
Este tratamiento dió lugar, en las células controles, a un aumento de la síntesis de mRNA de
procolágeno. como cabía esperar. Sin embargo, cuando se adicionó TNFa a las células
tratadas con este agente, se observa que el efecto inhibitorio de la citoquina no sólo no
desaparecía, sino que es mucho mayor (Fig. 20>. Estos resultados sugieren que el efecto
inhibitorio del TNFa no depende del calcio extracelular.
Por ello procedimos a eliminar en lo posible el efecto del calcio intracelular. Aunque
generalmente se realiza quelando el calcio extracelular con EGTA e impidiendo la
movilización del intracelular con Quin-2 o TMB-8 (hidrocloruro de 8-(dietilamino)octil-3,4,S-
trimetoxibenzoato) (Hasegawa & Bonavida. 1989). en cultivos de células adherentes este
sistema da lugar a una mortalidad elevada, debido fundamentalmente a la eliminación del
calcio extracelular. Para evitar este efecto tóxico modificamos esta técnica, impidiendo la
entrada de Ca> extracelular con verapamil. Los lipocitos se preincubaron 2h con Quin-2/AM
(4OuM) y verapamil (IOmM). La efectividad del sistema se estudió adicionando a las células
tratadas con estos dos inhibidores melitin (lpgIml); este agente incrementa la concentración
de Ca> libre (Mix ci aL. 1984: Hasegawa & Bonavida. 1989). El incremento inducido por
el melitin fue anulado por el efecto dual del Quin-2/AM y del verapamil (Fig. 21a).
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Una vez comprobado el funcionamiento de la inhibición, adicionamos INFa a las
células preincubadas con Quin-2/AM y veraparnil. La inhibición de los niveles de mRNA de
procolágeno a1(I) producida por la citoquina se redujo, alcanzándose el nivel que presentan
las células tratadas solamente con los inhibidores (Fig. 21b).
Hay que indicar que ninguno de los agentes utilizados (ionóforo A23187, verapamil,
Quin-2/AM) modificó la unión del TNFcx al receptor.
4.6.5.2. Calmodulina
Muchas de las acciones intracelulares del calcio tienen lugar por su unión a la
calmoclulina (England. 1986). Además, el efecto citotóxico del TNFa ha sido relacionado con
esta proteína ampliamente distribuida y con gran afinidad por el calcio (Das ci aL. 1990).
Por ello, al observar una posible implicación del calcio en la disminución del mRNA
de colágeno. comprobamos el efecto de distintos inhibidores de la calmodulina. El
calmidazolium (lOuM), el TE? (lOuM) y el W-7 (1QuM), todos ellos inhibidores de esta
proteina. presentan un efecto estimulante de la síntesis de mRNA de procolágeno a1(I). La
respuesta al INFa en las células tratadas con estos inhibidores, en todos los casos fue un
incremento en los niveles de este mRNA. aunque no se anuló el efecto de esta citoquina (Fig.
22). El aumento observado no es atribuible a una modificación en el número de receptores
de INE.
4.6.5.3. Protein«uinasa C
Ot as proteínas dependientes del Ca> intracelular son varias isoformas de la PKC.
Como va se ha indicado, el activador fisiológico de la PKC es el DAG. La activación de la
PKC en nuestro estudio era bastante probable, ya que el DAG es un segundo mensajero
generado por la acción de distintos tipos de fosfolipasas.
Aunque el papel de la PKC en la transducción de señal del TNFa es actualmente
motivo de controversia, algunos efectos de esta citoquina sobre la regulación de distintos
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genes no se producen en presencia de inhibidores de esta enzima (Sehgal et aL, 1987;
Hamamoto el aL, 1990; Cao el al., 1992). La adición de dos inhibidores clásicos de esta
enzima, el H-7 (5O,uM) y la estaurosporina (0.5pM), no evitó el efecto del TNFa sobre el
mRNA estudiado. Es más, estos inhibidores disminuyen los niveles de mRNA de procolágeno
a1(I) por sí mismos, y las células preincubadas con los inhibidores responden al INFa con
un descenso mayor en los niveles de este transcrito (Fig. 23). La unión de la citoquina a su
receptor no se alteró con ninguno de los dos inhibidores utilizados.
Estos resultados indicarían que la PKC no es mediadora de los efectos inhibidores de
la síntesis de este mRNA.
Ya que no fue posible descartar la activación de una PKC por el DAG, también se
estudió la posible metabolización de DAG a AA. inhibiendo la DAG lipasa con RHC80267
(SQuM): sin embargo. como era de esperar por los resultados obtenidos con los inhibidores
de la ciclooxigenasa y de la lipooxigenasa. esta vía metabólica no está implicada en el efecto
estudiado (Fig. 24).
4.6.6. Vía de la adenilato ciclasa
Como ya se ha indicado, la proteína O estudiada no es sensible a toxina colérica, ya
que el efecto de esta toxina es aditivo al inducido por el TNFa. Sin embargo, no se puede
descartar una activación indirecta de la adenilato ciclasa ni un aumento en los niveles de
cAMP. De hecho, es posible que la adenilato ciclasa se active por la acción de una
calmodulina (England. 1986).
La producción ce colágeno en fibroblastos humanos disminuye en relación con niveles
elevados de cAMP (Baum el al.. 1978), y el TNFa en algunos casos eleva estos niveles
(Zhang el aL. 1988).
Por ello, procedimos a comprobar que acción tenía este segundo mensajero sobre el
mRNA de procolágeno. La activación de la adenilato ciclasa con forskolina (100pM) y la
adición de un análogo del cAMP. el 8-bromo-cAMP (lmM) dan lugar a una disminución en
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el mRNA de procolágeno cx~(I). El efecto de estos compuestos es sinérgico con el del TNFc¿
(Fig. 25). Esto indicaría que la activación de la adenilato ciclasa es una vía paralela a la
utilizada por el INRi.
Hay que reseñar que en los lipocitos utilizados en este estudio los niveles elevados de
cAMP inducidos por la forskolina y por el 8-bromo-cAMP no aumentan el número de
receptores. Dado que sólo el receptor de TNF de 75kD (TNF-R2) es sensible al cAMP
(Hohniann ci aL, 1990), es bastante probable que la mayor población de receptores (si no la
única) en estas células sea de SSkD (TNF-R1).
La inhibición de proteinquinasas dependientes de cAMP mediante H-8 (50,uM) da
lugar a un aumento en los niveles basales del mRNA estudiado, como era de esperar, y
reviene en parte los efectos del INRi sobre este transcrito (Fig. 26). Esto indicaría que es
posible que exista una activación ligera de una PICA, aunque esta enzima no sea la
responsable directa del efecto inhibitorio del TNFa.
4.6.7. Implicación de NF-KB en la señal ¡nducida por el TNFa sobre los lipocitos en
cultivo
El TNFa es uno de los pocos inductores fisiológicos del NF-KB. factor de
transcripción píciotrópico implicado en muchas de las acciones de esta citoquina sobre tipos
celulares muy diversos.
Existen numerosos genes que presentan sitios de unión a NF-KB. Por ello se ha
sugerido que este factor de transcripción representa el sistema de ‘<terceros mensajeros’ mas
importante utilizado por las señale; regulatorias de genes desencadenadas por el INFa
(Meichle ci aL. 1990).
Como ya se ha indicado en la introducción, el mantenimiento de la actividad NF-KB
requiere la síntesis proteica continuada de este factor de transcripción. Además de la síntesis
proteica, su expresión también requiere de la presencia continuada del TNFa (Hohmann ez
al.. 1991). Estas dos características también son precisas en la regulación de la expresión del
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gen del colágeno a1(I).
Por estas razones estudiamos la posible activación de NF-KB inducida por el TNFcx
en los lipocitos en cultivo, mediante su incubación durante 24h con y sin la citoquina.
El ensayo de retardo en gel mostró que los lipocitos en condiciones basales no
presentan NF-KB activado, como cabía esperar. Sin embargo, el tratamiento prolongado de
las células con TNFx (0.ánM) induce la expresión de este factor de transcripción (Fig. 27).
Existen numerosos segundos mensajeros que son inductores de NF-KB. Dado que los
efectos del TNFcx sobre el mRNA de procolágeno cí1(I) parecían estar mediados por el Ca2~
libre intracelular liberado de los almacenes intracelulares, procedimos a comprobar si este
mismo mediador estaba implicado en la expresión de NF-KB.
Para ello bloqueamos la entrada de calcio extracelular con verapamil (lOmM) y
quelamos el calcio libre intracelular con Quin-2/AM (4QuM). Este tratamiento, en las células
controles, no induce la activación del factor de transcripción estudiado, pero en las células
tratadas con TNFa (0.6nM) elimina casi totalmente la banda correspondiente a NF-KB
(Hg. 27).
Estos resultados confirmarían el importante papel que juega el Ca> procedente de los
almacenes intracelulares en la señal desencadenada por el TNFa en los lipocitos en cultivo
y. aunque no hemos estudiado si existe una relación directa entre NF-KB y el promotor del
gen de procolágeno a
1(I). no se puede descartar la implicación de este factor de transcripción
en el efecto estudiado.
4.7. EFECTOS DEL TNFa SOBRE L L PROMOTOR DEL GEN DEL
PROCOLAGENO cz(I) MURINO
El descenso en la producción de colágeno. como se ha visto en el punto 4.5., está
asociado con la disminución en el mRNA de procolágeno a1(I). Esto indica que el TNFa
tiene un efecto inhibitorio pretraduccional sobre la síntesis de colágeno.
La regulación de la expresión de los genes de los distintos colágenos se produce
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fundamentalmente a nivel transcripcional (Bornstein & Sage, 1989).
La acción del TNFci sobre el promotor de procolágeno a1(1) se estudió transfectando
los lipocitos con el plásmido circular COLCATí. Este plásmido contiene un fragmento de,
aproximadamente, 3.6kb que corresponde al promotor íntegro del gen del procolágeno a1(I).
El tratamiento con TNFa durante 24k de las células transfectadas con el plásmido COLCATÍ
produjo una marcada inhibición de la actividad cloranfenicol aciltransferasa (Fig. 28). Estos
resultados confirman la hipótesis de que la citoquina estudiada ejerce una modulación de la
síntesis de colágeno a nivel transcripcional mediante la inhibición del promotor del gen de
procolágeno.
4.8. REGIONES DEL PROMOTOR SOBRE LAS OUE ACTUA EL TNFa
El estudio de la región. o regiones, del promotor implicadas en la inhibición de la
transcripción del gen estudiado se realizó cortando este promotor por dos puntos sensibles a
enzimas de restncc¡on.
La enzima de restricción FUnd III corta el promotor a 2300bp por encima del origen
de transcripción. perdiéndose las l400bp distales. aproximadamente. y linearizándose el
plásmido. A la secuencía obtenida por la digestión del COLCAII con esta enzima se le
denomina COLCAT2.
El corte del plásmido COLCATí con la enzima de restricción Pst 1 elimina
aproximadamente la región del promotor localizada por encima de -1700. perdiéndose unas
2000bp distales. A este DNA lineal obtenido por digestión de COLCAIl con Pst 1 se le
denomina COLGAT7.
Para analizar la base molecular de la inhibición inducida por el TNFa es importante
identificar los mecanismos que modulan normalmente el gen de procolágeno ct1(I). Por ello,
se procedió a determinar el efecto de cada una de las tres regiones del promotor de este gen
sobre la expresión de la cloranfenicol acil transferasa en los lipocitos en cultivo. Con este fin,
se realizó la cotransfección de cada uno de los DNA quiméricos (COLCAT1, COLCAT2 y
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COLCAT7) junto con plásmido LTR-LUC. En el lisado celular obtenido según se especifica
en ‘<Material y Métodos’ se determinó la actividad CAT, y en una alícuota se cuantificó la
actividad luciferasa. Esta última se utilizó para normalizar la actividad CAl en función de
la eficacia de la transfección. Como se observa en la figura 29, las 1400 pares de bases
eliminadas con el corte con Hind III apenas modifican la expresión de la CAl (porcentaje de
acetilación: 32% con COLCAIl vs. 29.3% con COLCAT2). Sin embargo, la secuencia de
600 pares de bases entre los puntos Hind III y Pst 1 es una región inhibidora de la
transcripción del gen de procolágeno a1(I), ya que el grado de acetilación obtenido en las
células transfectadas con COLCAT7 era muy superior al de las transfectadas con COL~AT2
(29.3% con COLCAT2 vs. 44.5% con COLCAT7I.
Posteriormente estudiamos el efecto del TN’Fct sobre estas tres regiones del promotor.
Cuando los ipocitos fueron transfectados con COLCAT2. el efecto inhibitorio del TNFa
descrito sobre COLCATí no sólo no desaparecía, sino que era mucho más potente. Sin
embargo, en las células transtectadas con COLCATY el INFa incrementó el porcentaje de
acetilación respecto a su control (FL. 30).
Estos resultados indican que. aunque el efecto resultante de la acción de esta citoquina
sobre la transcripción del gen estudiado sea inhibidor, el INFa ejerce una estimulación
potente de la región del promotor comprendida entre el origen de transcripción y l700bp por
encima de éste.
4.9. VíAS MODULADORAS DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE
PROCOLAGENO ajE MURINO
El estudio de la inhibición de la transcripción del gen de procolágeno a1(I) se realizó
sobre células transfectadas con COLCAT2, ya que los resultados expuestos anteriormente
indicaban que era esta región del promotor la más directamente implicada en la respuesta
inhibitoria de la síntesis de colágeno inducida por INFa.
En los lipocitos transfectados con COLCAT2 se estudiaron las vías del calcio y del
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cAMP, dado que los resultados obtenidos por la técnica del Northern blot apuntaron la
posibilidad de que ambas vías estuvieran implicadas en el efecto inhibitorio estudiado.
El tratamiento de los lipocitos transfectados con COLCAT2 con 8-bromo-cAMP
produjo un incremento en el grado de acetilación del cloranfenicol, mientras que el H-8
(inhibidor de PKA) potenciaba aun más el efecto inhibitorio del TNFct (Fig. 31). Estos
resultados indicarían que el cAMP, y la proteinquinasa dependiente de cAMP, si son
mediadores del efecto del TNFx sobre la síntesis de colágeno, no actúan en esta región del
promotor.
Sin embargo. al añadir ionóforo de calcio A23187 a las células transfectadas se
observó que el calcio tenía la capacidad de inhibir la trascripción del gen de procolágeno
actuando sobre esta región (Hg. 31). Estos resultados apoyan claramente la implicación del
calcio en la inhibición de la síntesis de procolágeno a1(I) inducida por TNFa.
Como ya se ha indicado, cuando las células se transfectaron con COLCAT7 y se
trataron con TNFcx existía una estimulación de la acetilación del cloranfenicol marcado. Este
efecto estimulante desapareció cuando los lipocitos trasfectados habían sido preincubados con
H-7 (inhibidor de la PICO>. Además, el PMA también es capaz, como el INRi, de estimular
la transcripción en esta región del promotor (Fig. 32). Parece claro, por ello, que la PKC es
un segundo mensajero activado por el TNFa en nuestras células, aunque su papel más bien
sería estimulante de la síntesis de colágeno. Este papel activador de la PKC explicaría que
los niveles de mRNA de procolágeno a1(I) disminuyan cuando el TNFcx actúa en lipocitos
preincubados con los inhibidores de PKC, ya que éstos estarían anulando una vía de
estimulación de síntesis de colágeno utilizada también por el TNFa. De esta forma, sóló




























CtrI TNF Otrí TNF CtrI TNF
LIPOCITOS FIBROBLASTOS NIH 3T3
Fig. 1- Erecto del TNFa sobre la producción de colágeno en lipocitos, flbroblastos
humanos y en células 3T3.
Les cultivos celulares se incubaron durante 24 sin y con TNFa (0.ánM), y se
marcaron con 10,uCi de L~[5~SH]prolina durante 4 horas en presencia de ácido ascórbico
(O.niM). La producción de proteínas colágenas y no colágenas se calculó a partir de la
radiactividad presente en las fracciones sensibles ~‘ no sensibles a la colagenasa. Les valores


























CtrI TNF 0.6nM TNF 1.2nM
Fig. 2. Inhibición de la producción de colágeno por los ¡ipocitos tras su exposición a
distintas concentraciones de TNFz durante 24 horas.
Les lipocitos en cultivo se incubaron como se indica en la Fig. 1. El grado de
producción de colágeno se calculé a partir de la radiactividad de las fracciones sensibles y






































CtrI TNF O6nM TNF 1 .2nM
F¡g. 3. Erecto de distintas concentraciones de TNFcx sobre la producción de proteínas no
colégenas por los lipocitos en cultivo.
Las células se trataron como se indica en (a Fig. 1. La producción de proteínas no
colágenas se determinó midiendo la radiactividad de la fracción no sensible a la colagenasa.



















GUI TNF 0.6nM TNF 1.2nM
Fig. 4. Efecto del TNFz sobre la prolil’erac¡ón celular.
Les cultivos celulares se incubaron durante 24 horas sin y con las concentraciones
indicadas de TNFCZ en presencia de 0.5,uCi/nil de [6-3H]timidina. La síntesis de DNA se
calculó a partir de la radiactividad presente en la fracción insoluble en ácido tricloroacético










































Sg. 5. Efecto del TNFa sobre la viabilidad celular.
Las células se incubaron durante 24 horas con las dosis de TNFCI indicadas. El
recuento de células viables se realizó por la técnica del azul tripán (0.1%). Los resultados son
la media+desviación estándar de un experimento realizado por triplicado.
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Fig. 6. Efecto del TNFa sobre la liberación de LDH al medio de cultivo.
Las céluias se incubaron 24 horas con el TNFa. Posteriormente se recogió eJ medio,
y las células se rasparon y se sonicaron. La determinación de la LDH en las células y en el
medio de cultivo se realizó utilizando un ensayo comercial. Los resultados expresan el
porcentaje de la LDH liberada, y corresponden al valor medio+desviación estándar de un






















































Fig. 7. Niveles de prolina intracelular en células tratadas con TNFa.
Las células de Ito se marcaron con L[5-3H]prolina como se indica en la Fig. 1. Tras
ello, se recogieron y se lavaron con PBS. La cantidad de prolina intracelular se determinó a
























Fig. 8. Efecto del TNFci sobre la secreción del colágeno.
Les cultivos celulares se incubaron 24 horas sin y con TNFct (1.2nM), y se marcaron
en las mismas condiciones indicadas en la Fig. 1. Tras ello, se determinaron por separado el
colágeno secretado al medio de cultivo y el colágeno celular, por el método de la colagenasa.




































F¡g. 9. Erecto del TNFcx sobre la hidroxilación de la prolina.
Las células se incubaron 24 horas sin y con INFa (1.2nM), y se marcaron durante 4
horas con lQuCi de L-[5-3H]prolina y 2flCi de L-[’4C] prolina, en presencia de 0.2mM de
ácido ascórbico. El grado de hidroxilación se calculó a partir de la radiactividad presente en
la fracción sensible a la colagenasa. aplicando la fórmula indicada en el punto 3.7. Los





















F¡g. 10. Efecto del TNFa sobre los n¡veles de mRNA de procolágeno a1(I) en las células.
Los cultivos de lipocitos se trataron sin y con TNFa (0.énM) durante 24 horas. 1O~g
del RNA citoplásmico se corrieron en gel de agarosa/formaldehído (1%) y se transfirieron por
capilaridad a un filtro de nylon. Les filtros se hibridaron con la sonda de procolágeno a1(I)
marcada. Los filtros se expusieron a película de rayos X a -70
0C. Resultados obtenidos de,























Hg. 11. Efecto de distintas concentraciones de TNFi sobre los niveles de mRNA de
procolágeno a1(I) en las células.
Las células se trataron sin y con distintas concentraciones de TNFa durante 24 horas.
La técnica empleada en el experimento es la indicada en la Fig. 10.
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Fig. 12. Modificación de los niveles de ¡nRNA de procolágeno a1d) en células de Ito tras














































Fig. 13. Análisis del mRNA de procol&igeno a1(I) de lipocitos tratados con TNFa y
ciclohexim¡da.
Los lipocitos se incubaron 24 horas con H-MEM suplementado con 10% de suero de
ternera fetal. glutamina y aminoácidos no esenciales, con TNFa (0.énM), con TNFa (0.6nM)
y cicloheximida (100,uM1 y con cicloheximida (100,uM).
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Fig. 14. Unión del TNFa a sus receptores de membrana.
Los lipocitos confluentes se incubaron con distintas concentraciones de [~25I]TNFay
un exceso de 100 veces de TNFcx durante 24 horas a 40C. Posteriormente se lavaron las
células con H-MEM completo frío, y se lisaron con SDS (0.1%). La radiactividad se















Fig. 15. Inhibición de la internalización del TNFct con cloroquina.
Les lipocitos en contluencia se preincubaron 2 horas con cloroquina (100pM), y se
incubaron 24 horas con medio completo, y con TNFa (0.ónM).
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TNF + 11 colé,.
7. col. (O.4g/ml)
flg. 16. Efecto de las toxinas ADP-ribosiiantes sobre las proteínas G.
Les cultivos celulares se preincubaron 24 horas con toxina pertussis (lOOng¡ml), y 2
horas con toxina colérica (0.4pgIml>. y se incubaron 24 horas con medio completo, y con
TNFa (0.6nM).
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mRNA DE PROCOLAGENO ~,(I>
0/o
etré. TtW ~ + ~ TNI’ + Quinao,. TNF + D•xam.
0.6 nM BPB (20 pM) QUinao,. (2 pM) D.xam. (0.8 pM)
Fig. 17. Efecto de distintos inhibidores de la fosfolipasa A,.
a. Control de la inhibición ejercida por el BPB. utilizando el melitin (lyg/ml) como
estimulante de la PLA,.
b. Los lipocitos confluentes se preincubaron con BPB (2OpM), quinacrina (2yM) y
dexametasona (O.8uM) durante 2 horas. Transcurrida la preincubación. las células se

















<24 pM> iNDOM. <100 pM>
Fig. 18. Inhibición de la lipoxigenasa y de la ckloxigenasa.
Efecto de la preincubación de los cultivos durante 2 horas con NDGA (24uM) y con
indometacina (100pMV Posteriormente los lipocitos se incubaron 24 horas con medio

















































Fig. 19. Inhibición de la fosklipasa C.
Los lipocitos se preincubaron 2 horas con neomicina (250pM) x’ con gentamicina
(5pQ’ml). y se incubaron 24 horas en medio completo x’ con TNFa (0.6nM).
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ng. 20. Efecto del calcio citosólico sobre el mRNA de procolágeno cí~(I).
Les lipocitos confluentes se preincubaron 2 horas con verapamil (lOmM) y se
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Chi. NF TNF+0u1n2 Ouin2 (40 pM)
0.6 nM • Vor.p. + V.rq,. (0.1 mM>
F¡g. 21. Efecto del TNFa sobre la movilización del calcio.
a. Control de la inhibición ejercida por el verapamil y el Quin-2/AM, utilizando el melitin
(lpg/ml) como inductor de la liberación de C+~ de los almacenes intracelulares.
b. Los lipocitos se preincubaron 2 horas con Quin-2/AM (40 pM) para evitar la movilización
del calcio intracelular, y con verapamil (0.lmM) para impedir la entrada y la salida de calcio
en la célula. La incubación de 24 horas se realizó en medio completo sin TNFa y con TNFa
(O.6nM).
OIMna ~ M<
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~tri. TNF TNF + CALMID. TNF + TFP TNF + WT
0.6 nM CALMID. (10 pM) TF~ (10 pM) W7 (10 pM)
flg. 22. Inhibición de la calmodulina.
La preincubación con el calmidazolium (IQuM). con TFP (10pM) y con W-7 (10pM)
se realizó durante 2 horas. Tras ella, las células se incubaron 24 horas con medio completo















































F¡g. 23. Inhibición de la proteinquinasa C.
a. Control de la inhibición ejercida por el H-7, siendo el PMA (lOOngIml) el estimulante de
la PKC.
b. Les lipocitos en confluencia se preincubaron 2 horas con estaurosporina (O.SyM) y con
H-7 (5OyM). Transcurrido este tiempo. se mantuvo una incubación de 24 horas con medio
completo y con INRi (0.6nM).
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Fig. 24. Inhibición de la diacilgílcerol lipasa.
El cultivo celular se preincubó 2 horas con RI-1C80267 (50,uM). y se incubó 24 horas
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Chi. INE TNF + SB,oAMP TNF + FORSK.
0.8 nM BB,cAMP (lmM> FORSK. (loo pM)
Fig. 25. Efecto del cAMP sobre los niveles de mRNA de procolágeno a1(I).
Los cultivos celulares se incubaron durante 24 horas en medio completo, con TNFa
























Fig. 26. Inhibición de la proteinquinasa A.
Los lipocitos se preincubaron durante 2 horas con H-8 (50uM), y se incubaron 24
horas en medio completo y con INRi (0.ónM}.
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F¡g. 27. Activación del factor de transcripción NF-KB en los lipocitos en cultivo.
El cultivo celular de células de Ito en confluencia se preincubó 2h con Quin-2/AM
(4QuM) y verapamil (0.lmM) y posteriormente se incubé 24h con medio completo y con
TNFa (0.ánM). Los extractos nucleares se obtuvieron como se indica en el punto 3.10.1., y
la especificidad de la unión se comprobó realizando reacciones de competición paralelas con















COLCAT 1 COLCAT 1
Control TNF 0.6 nM
F¡g. 28. Efecto del TNFa sobre el promotor del gen de procoiágeno a~(1) de rata.
10.106 células se transfectaron por electroporación con 18ug de plásmido COLCAT1
y se dividieron en dos frascos Roux (Ver punto 3.10.2). Tras 24 horas a 37% en medio
completo. se incubaron otras 24 horas con medio completo y con TNFa (O.6nM).
Posteriormente, se recogieron las células y se determinó la actividad cloranfenicol
acetiltransferasa en el lisado celular. Los valores son los porcentajes de cloranfenicol acetilado






















F¡g. 29. Actividad de las distintas regiones del promotor de procolágeno a>(I).
5.106 células se transfectaron por electroporación con 9yg de LTR-LUC junto con 9¡¿g
de COLCAT 1, de COLCAT 2 y de COLCAT 7. Tras 48 horas de incubación, se recogieron
las células, y en una alícuota se determiné la actividad luciferasa, y en otra la actividad
cloranfenicol acetiltransferasa. Esta última actividad se normalizó respecto a la primera. Los


















Control TNF Canil Control
F¡g. 30. Efecto del TNFci sobre distintas regiones del promotor.
10.106 células se transfectaron con COLCAT 1 (18,ug), con COLCAT 2 (lSyg) y con
COLCAT 7 (18ug). Las células transfectadas con el mismo DNA se dividieron en dos frascos
Roux, y se incubaron 24 horas. Posteriormente se realizó la incubación de 24 horas en medio
completo y con TNFa (0.ánM), y se determinó la actividad cloranfenicol acetiltransferasa.
Les resultados son el porcentaje de cloranfenicol acetilado por 5.106 células.
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Fig. 31. Vías efectoras de la acción del TNFa sobre COLCAT 2.
20.106 lipocitos se transfectaron por electroporación con COLCAT 2 (45ug), y se
repartieron en cinco frascos Roux. Tras 24 horas a 37%, las células se incubaron 24 horas
con medio completo, con TNFa (O.énM), con SBr-cAMP (lmM), con ionóforo A23 187
(lOyM), y con TNFa y H8 (preincubación de 2h, 50~M). Los resultados expresan los
















Contmi TNF TNF + 14-7 PMA
O.6nM H-7 (50 pM) (loo ng/mi)
Fig. 32. Vías efectoras de la acción del TNFa sobre COL~AT 7.
20.106 lipocitos se transfectaron por electroporación con COLCAT 7 (45pg) y se
repartieron en cinco frascos Roux. Tras 24 horas a 37%, las células se incubaron con medio
completo, con INFa (0.ánM). con INRi y H-7 (preincubación de 2h), con H7 (5QuM) y con










En la fibrosis hepática el hecho más importante es la deposición excesiva de colágeno.
En este proceso los lipocitos liberan distintos factores de crecimiento y citoquinas, y
responden a estos y a otros factores y citoquinas producidos por otras células alterando su
morfología y/o la síntesis de distintos componentes de matriz extracelular, principalmente de
colágeno.
En el presente trabajo hemos estudiado el efecto del TNFcx (citoquina liberada
principalmente por el sistema monocito-macrófago) sobre la síntesis de colágeno por los
lipocitos hepáticos de rata en cultivo.
El TNFa tiene un efecto claramente inhibitorio sobre la producción de colágeno, tanto
en los lipocitos como en otras líneas celulares ensayadas (tibroblastos humanos y células NIR
3T3). Este descenso era selectivo del colágeno, ya que no exitía variación en la incorporación
de radiactividad a la fracción de proteínas totales, y dependiente de la dosis de TNFcz, siendo
mayor la inhibición a la concentración de 1.2nM. Otros autores han descrito este mismo
efecto del TNFc¿ en células de osteosarcoma, en distintas líneas de fibroblastos, en el cultivo
de hueso fetal de rata, y también en lipocitos (Bertolini ci al., 1986: Solís-Herruzo et al.,
1988: Mauviel el aL, 1988: Matsuoka ci aL, 1989; Armendariz-Borunda ci aL. 1992). Duncan
y Berman (1989) y Elías ci aL (1990), sin embargo, observaron un incremento en la síntesis
de colágeno inducido por la misma citoquina. Una posible explicación de esta discrepancia
sería la utilización de distintas líneas celulares, o que las condiciones de los ensayos no son
las mismas.
En muchos casos, la prolit’eración de las células da lugar a una disminución
generalizada de la síntesis de proteínas de matriz extracelular, y en concreto de colágeno. Sin
embargo, la disminucion observada no era debida a los posibles efectos proliferativos de la
citoquina. Aunque el TNFct induce la proliferación celular, en nuestro trabajo sólo utilizamos
cultivos confluentes, en los cuales no es posible este efecto. Por ello, los valores de timidina




También han sido ampliamente descritos los efectos citotóxicos de esta citoquina en
muchas líneas celulares, que podrían explicar una disminución en la producción de colágeno.
Sin embargo, la liberación de la enzima citoplasmática LDH y el número de células viables
fueron similares a los que presentaron las células control.
Una disminución en la producción dc colágeno puede deberse a una alteración en
alguno de los procesos que sufre la molécula de procolágeno. o en la disponibilidad de algún
aminoácido indispensable para su formación (Peters e: aL, 1989). En este estudio, la
inhibición de la producción de colágeno inducida por el TNFct no era debida a la ausencia
de prolina en las células, ni a una alteración en los mecanismos de hidroxilación o de
secreción del procolágeno, ya que los valores de estos tres parámetros en las células tratadas
no diferían de los obtenidos en las controles.
Aunque se ha descrito que el TNFct induce la síntesis de colagenasa en fibroblastos
(Dayer e: aL, 1985; Brenner et al?, 1989), y esto explicaría el descenso en la producción de
colágeno, esta citoquina también reduce la cuantía de los mRNA de distintos procolágenos
(Solís-Herruzo u aL, 1988; Centrella et aL, 1988; Scharffetter cÉ al., 1989; Weiner et al.,
1989). Este hecho se comprobó en nuestro trabajo, donde observamos que la disminución de
mRNA de procolágeno a<(I) era dependiente de la dosis y del tiempo de exposición al INFa,
siendo máximo el descenso en las células tratadas con 0.ónM de INFa durante 24 horas. Por
lo tanto, el INFa disminuye los niveles de procolágeno aKI) actuando, al menos, a nivel
pretraduccional.
El bloqueo de la síntesis proteica con cicloheximida produjo en las células tratadas una
anulación del erecto inhibidor del TNFa. El TNFa precisa. por tanto, de la síntesis de novo
de una proteína para ejercer su efecto inhibidor sobre el mRNA de procolágeno a1(I). Esta
mediación de otra u otras proteínas explicaría la aparición tardía del efecto estudiado (máximo
a las 24 horas), y está en concordancia con el descrito por Solís-Herruzo u aL (1988) en
fibroblastos tratados con INFa y cicloheximida.
El INFa inicia su acción mediante su union a receptores específicos situados en la
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membrana celular. Probablemente el tipo de receptor mayoritario activado por el TNFa en
las condiciones en que se ha desarrollado este trabajo es el de S5kDa, ya que este receptor
es indispensable y suficiente para mediar la activación de NF-KB por TNFa (Kruppa et al?,
1992), y porque no es sensible a la modulación por cAMP (Hohmann el al?, 1990). Además,
no parece ser precisa la internalización del complejo TNFa-receptor para desarrollar el efecto
sobre los niveles de mRNA de procolágeno a1(l).
El estudio de la naturaleza de la proteína G asociada al receptor del INFa mostró que
se trata de una proteína sensible a toxina pertussis, ya que la preincubación de las células con
este inhibidor previene el efecto de la citoquina sobre el mRNA de procolágeno a1(I). La
implicación de este tipo de proteína G sensible a toxina pertussis ha sido descrita en otras
acciones desencadenadas por el TNFct (Hepburn el aL, 1987; Yamato ¿u al?, 1989), pero en
nuestro conocimiento no existe ninguna publicación respecto a la proteína O relacionada con
el efecto de esta citoquina sobre la producción de colágeno.
Una posible vía activada por la proteína G es la ruta del ácido araquidónico. Mientras
que la inhibición de la vía de la fosfolipasa A, con BPB no modificó los niveles basales de
mRNA de procolágeno a1(l), tanto la quinacrina como la dexametasona produjeron un potente
descenso en estos niveles. Este efecto de la dexametasona, y en general de los esteroides,
sobre la síntesis de colágeno ya ha sido descrito previamente por numerosos autores (Raghow
cí aL, 1986; Weiner e: al?. 1987; Oikarinen ci al., 1988), y probablemente sea debido a su
capacidad de incrementar la entrada de calcio en la célula (Kato e: al?, 1992).
La inhibición de la PLA. mediante el BPB en las células tratadas con TNFa produjo
un descenso mucho más acusado en los niveles de mRNA de procolágeno, mientras que la
inhibición ejercida por la dexametasona sobre la misma vía dió lugar a un efecto aditivo.
Ambos resultados indicaron que es improbable que la PLA, sea mediadora de la inhibición
inducida por el TNFcz.
Las vías principales de metabolización del ácido araquidónico. la vía de la
lipooxigenasa y la vía de la ciclooxigenasa. inhibidas con NDGA y con indometacina
respectivamente, tampoco parecen estar implicadas de forma importante en el efecto
provocado por el TNFct. Aunque se ha descrito un aumento de POEI en fibroblastos tratados
con TNFcz, la indometacina no previene la inhibición de la síntesis de distintos tipos de
colágenos desencadenada por la citoquina (Dayer el al?, 1985; Lefevre a aL, 1990; Mauviel
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e: aL, 1991). Hay que destacar que la indometacina anula una vía negativa en la síntesis de
mRNA de procolágeno a1(I); posiblemente la síntesis endógena de prostaglandinas sea un
mecanismo utilizado por la célula para controlar la síntesis excesiva de colágeno. El efecto
de las prostaglandinas podría estar mediado por el cAMP (Hakeda e: aL, 1986).
Les resultados referentes a la modulación del colágeno por las prostaglandinas y la
inhibición ejercida por la indometacina están en clara contradicción con los descritos por
Nagai (1989) en preosteoblastos, posiblemente por ser células poco diferenciadas, y presentar
una regulación de la síntesis de colágeno distinta.
El efecto del TNFcz es sensible a la inhibición ejercida por la gentamicina (inhibidora
de las fosfolipasas A1, A, y C), pero no a la de la neomicina (inhibidora de la fosfolipasa C
de fosfatidilinositoles) (Carnev el al?, 1985; Larrick & Wright, 1990; Floru ¿u aL, 1991).
Además el BPB, inhibidor de la PLA, anteriormente reseñado, también inhibe la fosfolipasa
C de fosfatidilcolina independiente del calcio (Martin el al?, 1987). Como ya se ha indicado,
el BPB no eliminó el efecto inhibitorio del TNFcz sobre el transcrito estudiado.
Todos estos resultados indicarían que existe una fosfolipasa sensible a gentamicina
acoplada a la proteína G activada por el receptor del TNFa. Esta fosfolipasa podría ser una
PC-PLC dependiente de calcio (el requerimiento de Ca2~ respecto a la hidrólisis de PC
mediada por receptor es variable según el tipo celular, Billah & Anthes, 1990), o incluso una
PLD. En cualquier caso, no se trataría de una PLC que actuase sobre los PI, ni como ya se
ha indicado, de una PLA,.
Estos resultados están en contradicción con los descritos por Schutze el aL (1991), que
observaron que el BPB inhibe la producción de DAG estimulada por TNFa en membranas
lipídicas de células de linfoma histiocítico humano. Estos mismos autores indicaron más tarde
que el INFa. en células U937, induce PC-PLC pero no activa ni a la PI-PLC ni a una PLD.
Probablemente, la PC-PLC activada por él INRi en una línea de linfoma (cultivo en
suspensión) no tenga el mismo requerimiento de calcio que una posible PC-PLC activada por
la misma citoquina en un cultivo de lipocitos (células adherentes).
Por otra parte, no se puede descartar la acción de una PLD que actúe bien sobre los
fosfolípidos de membrana directamente activada por la proteína G, o bien sobre el DAG
generado por una PC-PLC. De hecho, aunque en una línea celular no se presente una marcada
actividad PLD, no se puede descartar su activación en otros tipos celulares, ya que la
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actividad PLD depende más del tipo de PC sustrato que de la fuente del enzima (Huang &
Cabot, 1992). Recientemente se ha descrito esta actividad enzimática PLD en cultivos de
miofibroblastos inducidos a lipocitos (Guaragna e: al?, 1992), y anteriormente ya había sido
detectada en muchos tejidos de rata (Exton, 1990). Además, los productos de la PC-PLC
(DAG y fosfocolina) y los de la PLD (ácido fosfatídico y colina) son rapidamente
interconvertibles mediante quinasas y fosfatasas altamente activas y selectivas, que también
podrían estar activadas durante la estimulación celular (Billah & Anthes, 1990).
La capacidad de los lipocitos de responder a cienos agonistas induciendo una
liberación transitoria de calcio ha sido puesta de manifiesto recientemente (Pinzani eí al?,
1992). El perfil de liberación de calcio en estas células cuando se estimulan con distintos
agonistas es un pico inicial correspondiente a la salida de Ca2~ desde los almacenes
citosólicos, y una fase sostenida debida a la apertura de canales de calcio transmembranales.
El aumento de calcio citosólico libre con ionóforo A23187 (que libera calcio del
retículo endoplásmico) indicó que este ion divalente tiene un fuerte efecto inhibidor de los
niveles de mRNA de procolágeno a
1(l). Este hecho concuerda con los descritos por Flaherty
y Chojkier (1986) en fibroblastos, miofibroblastos y hepatocitos.
El tratamiento conjunto de los lipocitos con el TNFa y el ionóforo indicó que si el
TNFcí inducía la liberación de calcio, esta liberación no se producía con la misma cinética
con la que se producía la liberación inducida por el ionóforo, ya que el efecto observado era
sinérgico. Este efecto sinérgico también podría deberse a una entrada pasiva de calcio a la
célula cuando los almacenes intracelulares están sustancialmente descargados por el efecto del
ionóforo (Curry. 1992), mientras que con los agonistas fisiológicos pueden movilizarse
cantidades muy pequeñas de calcio que no dan lugar a ese intiujo posterior (In’ine, 1986).
La evidencia del papel del calcio en la transducción de señal del INFa se obtuvo
mediante la inhibición de la entrada de calcio desde el exterior y quelando al mismo tiempo
el calcio intracelular. En estas condiciones los niveles de mRNA de procolágeno en las células
tratadas con TNFa alcanzaron los obtenidos en las células tratadas sólo con los inhibidores.
Existen distintos mediadores que son capaces de liberar calcio de los almacenes
intracelulares. Entre ellos están el IP,, el ácido araquidónico y el ácido fosfatídico. Respecto
al primero, su implicación en el efecto del TNFa estudiado en este trabajo es improbable, ya
que es el producto de la de una PI-PLC y, como ya se ha indicado, la fosfolipasa C activada
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no es sensible a neomicina. El ácido araquidónico tampoco parece ser la causa de la
liberación del calcio inducida por el TNFct, dado que no ha observado activación de la PLA2.
Respecto al tercero, sólo se ha comprobado hasta el momento que el ácido fosfatídico
exógeno puede causar entrada de ca]cio a través de membrana plasmática en céjuias intactas
(Moolenaar el al?, 1986; Billah & Anthes, 1990; Exton, 1990). Además, parece que la
capacidad ionófora del ácido fosfatídico está mediada por una PLC de fosfatidilinositol, y sin
embargo, la inhibición de la PI-PLC con neomicina no tuvo ningún efecto.
Entre los numerosos trabajos donde se ha estudiado la implicación del calcio
intracelular en la transducción de señal del TNFc¿. se pueden diferenciar dos grupos: en los
que se utilizan células no adherentes (ttndamentalmente líneas linfocíticas y monocíticas)
generalmente no se detecta movilización del calcio (Hasegawa & Bonavida. 1989). Sin
embargo, en distintos trabajos realizados con lineas de células adherentes tratadas con TNFa
se detectan oscilaciones de este ion (Richter ¿u al?, 1989; 1990) o incluso se han descrito
incrementos en el calcio citosólico procedente de los almacenes intracelulares inducidos por
la citoquina (Corkey el al?. 1991). Es posible que estas alteraciones muy tempranas del Ca2~
sean necesarias para permitir al receptor del TNFa señalizar después de unirse al ligando o,
lo que es más probable, que la señal del calcio sea precisa además de las señales generadas
por el complejo TNFct-receptor en las células adherentes fundamentalmente. Esta última
posibilidad apoyaría la hipótesis de que una PC-PLC dependiente de calcio interviniese en el
caso de células adherentes (insensible al EPE), mientras que la PC-PLC implicada en la
transducción de señal del TNFcx en cultivos de células en suspensión no precise de ese
requerimiento (sensible a la inhibición por BPB).
La implicación del calcio en la transducción de señal del TNFa en los lipocitos en
cualquier caso es clara, ya que el bloqueo de la movilización del calcio intracelular elimina
la expresión de otra proteína inducida por la citoquina en estas mismas células, el factor de
transcripción NF-KB.
El estudio de la posible unión del calcio a la calmodulina no proporcionó resultados
que permitan afirmar que estas proteínas estén implicadas. Los mismos inhibidores elevan de
forma muy potente los niveles de mRNA de procolágeno ct
1(l). Por ello, cuando se estudió
el efecto conjunto del TNFa y del inhibidor, y aunque los niveles del mRNA se elevaron




La inhibición de la proteinquinasa C con 1-1-7 y estaurosporina mostró que esta vía es
activadora de la síntesis de mRNA de procolágeno cx1(I), ya que al cortar esta vía estos
niveles disminuyeron. Este hecho también se puso de manifiesto cuando los lipocitos fueron
tratados con PMA, activador de la PKC; este agente produjo el aumento en los niveles del
mRNA de procolágeno. El efecto del PMA sobre los niveles de procolágeno a~(I) ya había
sido descritos por Finer el al? (1985) y por Gerstenfeld e: al? (1985). Sin embargo, está en
contradicción con los resultados obtenidos por otros autores (Delclos & Blumberg, 1979; Dion
el al?, 1982; Feyen e: al?, 1988), probablemente porque en todos estos modelos experimentales
el PMA indujese proliferación celular. Además, hay que tener en cuenta que los ésteres de
forbol tienen un efecto bifásico: inicialmente inducen la translocación de la PKC, activándola,
y posteriormente inician su degradación, inhibiéndola (Nishizuka, 1988). Este hecho podría
explicar los resultados divergentes obtenidos en el estudio de la acción de los ésteres de
forbol sobre la síntesis de colágeno.
La inhibición de la PKC en las células tratadas con INFa mediante el H-7 y la
estaurosporina (Hidaka e: aL. 1984; Belí & Buras. 1991) mostró que el efecto inhibidor de
la citoquina era mucho más potente. Es posible que la PKC activada sea una señal positiva
inducida por el INFa, y que al eliminar esta vía el efecto inhibidor de la citoquina sea mucho
más claro y potente. o bien que se trate de una PKC que inhiba la movilización de los
almacenes intracelulares de Ca> (MacNicol & Schulman, 1992).
Estos resultados coinciden con los descritos anteriormente por otros autores, que
observaron que la estaurosporina y el 1-1-7 bloqueaban la actividad PKC inducida por el TNFa
en células Jurkat. pero no la inducción de NF-KB (Meichle e: al?, 1990).
Por otra parte, el DAG no era metabolizado a ácido araquidónico, ya que la inhibición
de la diacil~licerol lipasa (enzima implicada en esta ruta) no modificó el efecto del INFa.
Otra posible vía implicada en el efecto negativo era la del cAMP; los agentes que
elevan estos niveles, como la toxina colérica, el 8-Bromo-cAMP y la fors kolina produjeron
una potente disminución de los niveles de mRNA de procolágeno. Estos resultados son
coincidentes con los descritos abundantemente en la bibliografía (Baum e: al?, 1978; Berg el
al?, 1981; Perr e: al?, 1988; Pun, 1989). Sin embargo, es poco probable que el TNFa tenga
un efecto directo sobre los niveles de ¿AM?, ya que los estimulantes de estos niveles
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presentan un efecto sinérgico con el desarrollado por el TNFa. Pese a esto, no se puede
descartar la implicación de una proteinquinasa dependiente de nucleótidos cíclicos, ya que el
H-8. que por si mismo produce un notable incremento en los niveles del mRNA estudiado,
anula en parte el efecto de la citoquina. Una posible explicación de este hecho sería que
alguno de los segundos mensajeros implicados en el efecto negativo del TNFa activase o
actuara conjuntamente con una PKA que en principio no hubiese sido activada por la
citoquina.
Como ya se ha indicado, el TNFct ejerce su acción inhibitoria sobre la producción de
colágeno al menos a nivel pretraduccional, disminuyendo la cuantía de mRNA de procolágeno
a1(I). Este efecto podría deberse a una alteración a nivel transcripcional, disminuyendo la
expresión del mRNA, o a nivel postranscripcional. aumentando su inestabilidad.
Mediante Ja transfección de los lipocitos con el plásmido que contenía el promotor
completo del gen de procolágeno a(l) comprobamos que el INRi inhibía la expresión de
este gen, lo cual indicaba una regulación transcripcional. Este resultado coincide con el
descrito por Kahari el al? (1990) respecto a la expresión del gen de procolágeno cVI) en
células transfectadas con el plásmido portador del promotor de ese gen, y tratadas con TNFa,
y confirma la hipótesis de la regulación coordinada de la síntesis de las distintas cadenas del
colágeno 1 (Rossow eí al?, 1987; Boast el aL, 1990: Karsenty & de Cromb~gge, 1991).
Mediante la técnica de la transcripción run-ojjf, Armendariz-Borunda eral? (1992) han
comprobado recientemente que el efecto del TNFa sobre el mRNA de procolágeno a1(I) en
lipocitos en cultivo no se produce por inestabilización de este transcrito.
Les resultados obtenidos tras la transfección de las células con COL~AT2 y
COLCAT7 mostraron que esta citoquina ejerce una potente disminución de la expresión
genética actuando sobre la región del promotor localizada entre los nucleótidos -1672 y -2295,
mientras que la región comprendida entre el origen de transcripción y -1672 está activada por
el TNFa, pero sometida a la inhibición de las regiones del promotor más alejadas del origen.
La implicación de distintos elementos del promotor del gen de procolágeno a1(I) en
respuesta a un único factor de crecimiento (TGFj3) ya ha sido descrita anteriormente por
Ritzenthaler ci al? (1991). Este efecto podría ser el resultado de la activación de una vía de
transducción que activase, mediante un factor de transcripcíon, múltiples elementos
distribuidos a lo largo del promotor, o lo que es más probable en nuestro caso, que varias
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mtas de segundos mensajeros inducidos por el INRi modifiquen la expresión genética
induciendo o activando varios factores de transcripción que interaccionarían con múltiples
elementos del promotor.
El mediador responsable de la potente inhibición del TNFcz sobre el COLCAT2 es,
posiblemente, el Ca> intracelular, ya que aunque el cAMP disminuye los niveles de mRNA,
esta inhibición no se produce actuando sobre la región localizada entre -1672 y -2295.
Además, el H-8 no eliminó el efecto del TNFa sobre la expresión del COLCAT2. Sin
embargo, el tratamiento de los lipocitos transfectados con este DNA quimérico con ionóforo
A23817 permitió comprobar que el Ca> presenta un efecto inhibidor análogo al del TNFa
sobre esta región.
Mediante la transfección de las células con COLCAT7 comprobamos que los ésteres
de forbol (PMA) ejercen una potente estimulación de la región localizada entre el origen de
transcripción y -1672, de forma similar al TNFa, y que el efecto de esta citoquina sobre esta
región se anula mediante un inhibidor de la PKC.
Estos dos resultados, la inhibición ejercida por el Ca> y el posible incremento de los
niveles de mRNA de procolágeno por la PKC, afirmarían la implicación de estas dos vías en
la transducción citoplásmica de la señal del TNFa observada anteriormente.
Por último, hay que indicar que en los lipocitos no existieron diferencias significativas
entre los niveles transcripcionales obtenidos en las células transfectadas con COLCAIl y con
COLCAT2, lo cual indicaría que las secuencias localizadas por encima de -1672 no son
utilizadas por estas células en condiciones basales, sino que tienen un papel potencial en la
modulación del gen de procolágeno en respuesta a estímulos fisiológicos o farmacológicos.
Esta regulación de la expresión del gen de procolágeno cx¿l) en los lipocitos coincide con la
descrita en distintas lineas celulares no osteoblásticas por otros autores (Boast ci aL, 1990;




En las enfermedades activas del hígado. las células inflamatorias liberan citoquinas que
pueden contribuir a la fibrogénesis. Entre estas citoquinas figura el INFa. Esta citoquina es
sintetizada por los macrófacos y neutrótilos fundamentalmente, y modula muchas actividades
celulares.
Los objetivos de este trabajo han sido estudiar el efecto del INFa sobre la producción
de colágeno en lipocitos. determinar los mecanismos intracelulares implicados y comprobar
st este efecto se producía modulando la expresión del gen de procolágeno a>t~I).
Para ello. se utilizaron cultivos confluentes de lipocitos tratados con TNFct. En estos
cultivos se determinaron la producción de colátieno. la cuantía de la prolina intracelular, la
secreción de colágeno y la hidroxilación de la prolina. todo ello mediante la incorporación
a las células de prolina marcada.
Para el estudio del efecto del TNFa sobre el mRNA de procolágeno a(l). se aislaron
‘< purificaron Los RNAs citoplásmicos de los lipocitos tratados con distintas condiciones
experimentales. se realizó la electroforesis de estos RNAs. se transfirieron a una membrana
de nylon mediante la técnica del ‘Northern blot”. se hibridaron con una sonda de procolágeno
a~I~ de rata, y se cuantificaron por densitometría. También con esta misma técnica se
investigaron los segundos mensajeros utilizados por el TNFcx para producir la disminución
de los niveles de mRNA de procolágeno a<(l), mediante el uso de inhibidores de las distintas
rutas de transducción de señal.
Finalmente, el efecto del TNFcí sobre la expresión del gen de procolágeno a1(I) se
estudió transfectando los lipocitos en crecimiento con el plásmido COLCATI. que presenta
el promotor del ~en de procolágeno ají) murino unido al ~en de la enzima cloranfenicol
acetil transferasa. cuantificándose posteriormente esta actividad. Para delimitar más las
regiones sobre las que actúan los segundos mensajeros activados por el INFa. los lipocitos
se transfectaron con los pl:ismidos linearizados GOLCAT2 y COLGATE. que sólo presentan
los 2300bp y los l700bp mas cercanos al origen de transcripción, respectivamente.
Los resultados obtenidos muestran que el INFa provoca en cultivos de lipocitos un
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significativo descenso en la producción porcentual de colágeno respecto al total de proteínas
sintetizadas por estas células (5.0+1.1 vi 3.7+0.9: p43.OOl), siendo este un efecto dosis-
dependiente. La disminución no era debida a efectos proliferativos ni citotóxicos. y tampoco
se apreciaron alteraciones en la incorporación e hidroxilación de la prolina. ni en la secreción
del colágeno.
El descenso en la producción de colágeno está asociado con una disminución en los
niveles de mRNA de procolageno u(l) <100+0 vt 64+15: p<O.OOl). lo cual indica que el
INRi ejerce su efecto, al menos, a nivel pretraduccional.Además, es precisa la síntesis dc
novo de una proteina para que se produzca el efecto completo del INFa. va que la
cicloheximida (inhibidor de la síntesis proteica> anula los efectos de la citoquina.
El estudio de las vías utilizadas por el TNEa para producir este efecto en lipocitos
indicó que el TNFa se une a un receptor acoplado a una proteína G sensible a toxina
pertussis. Esta proteína (3 activa una fosfolipasa sensible a gentamicina pero insensible a
neomicina y a BPB. Por ello, esta enzima no parece ser ni PLA, ni Pl-PLG, pudiendo tratarse
de una PC-PLC dependiente de calcio (o incluso de una PLD).
En esta inducción, el papel del calcio es importante. El calcio libre intracelular parece
ser esencial para la activación inicial de la fosfolipasa, puesto que si se elimina el calcio libre
intracelular mediante Quin-2iAM y verapamil el efecto de la citoquina sobre el mRNA de
procolágeno a
1(l) se anula completamente. Este ion no actúa mediante la formación de un
complejo calcio—cal modu í i n:i. va que la inhibición de la calmodulina con W-7. calmidazolium
y TFP no anula el efecto del TNFu.
Posteriormente a la fosñilipasa existe una activación de la PKG: cuando se bloquea
esta vía con 1-1-7 y estaurosporina el efecto inhibitorio es todavía más potente. Por esta razón,
la PKC no es responsable de la disminución de los niveles del mRNA de procolágeno. sino
que presenta una acc;on contraria al efecto observado.
Otra vía que da lugar a una inhibición de la expresión del gen de procolágeno es la
del cAMP. Los resultados obtenidos con inductores de esta vía indicaron que no se trata de
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una ruta utilizada primartamente por el TNFa. va que presenta efectos sinérgicos con los
agentes que aumentan los niveles de cAMP. Sin embargo. es posible que la PKA esté activada
por un segundo mensajero inducido por el TNFz. dado que la inhibición de esta enzima
revierte en parte el efecto de la citoquina.
El INRi ejerce estos efectos actuando sobre el promotor del gen del colágeno. en una
región localizada entre -1672 y -2295bp, ya que la eliminación de esta región se sigue de la
pérdida de los efectos inhibitorios del TNFcx. Este experimento pone en evidencia que el
TNFa induce no sólo la inhibición de la expresión genética del colágeno, sino otros efectos
estimulantes de la misma, normalmente no reconocidos por quedar ocultos tras los inhibidores
mas potentes Así lo sugiere el que tras la exclusión de las secuencias Y proximales a -1672
se aprecie un aumento de la actividad GAT. Es decir, el TNFí induce también la expresión
genética del colágeno activando una región situada entre -1672 y +1. Mientras que los efectos
inhibitorios, dominantes, sobre la región -2295 a -1672 son dependientes del calcio, los
activadores, más débiles, sobre la region -1672 ~ el origen de transcripción. están mediados
por la PKG y son sensibles a la inhibición de esta enzima.
Son necesarios nuevos experimentos para caracterizar exactamente las regiones CM’-
acuvadoras de ambos efectos y para identiticar los mediadores proteicos (proteinas trans-




1. El TNFa provoca en los lipocitos en cultivo un descenso significativo en la producción
porcentual de colágeno. Este efecto inhibitorio también se produce en otras líneas celulares.
2. El descenso en las proteinas colágenas es específico. sin modificarse significativamente la
producción de proteinas no colágenas.
3. La disminución de la producción porcentual de colágeno es dependiente tanto de la dosis
de TNFa como del tiempo de exposición a la citoquina.
4. El descenso de la producción de colágeno no es debido a efectos proliferativos o
citotóxicos. va que se produce en cultivos confluentes de células no sensibles a la toxicidad
del TNFa.
5. El TNFa no disminuye la incorporación de prolina a las células. El nivel de este
aminoácido no es. por tanto, limitante ni responsable del descenso de la producción de
colágeno.
6. El TNFa no afecta los mecanismos postraduccionales que sufre el colágeno imprescindibles
para su secreción. La secreción de esta proteina no se encuentra alterada, ni tampoco existe
modificación e. n la hi drox laci do de la prol i ¡vi por efecto de la ci toqui na.
7. La disminución de la producción de colágeno está asociada con un descenso en los niveles
de mRNA de procolágeno u»)). Este efecto sobre el mRNA es dependiente de la dosis y del
tiempo de exposición al TNFrz.
8. El TNFa precisa de la síntesis de novo de una proteina para producir la disminución en
los niveles de mRNA de procolágeno.
- 130 -
CONCLUSIONES
9. En los lipocitos en cultivo el TNFa se une a un receptor de membrana acoplado a una
proteina O sensible a la toxina pertussis. no siendo precisa la internalización del receptor para
que se produzca el efecto.
10. La fosfolipasa activada no es la PLA,. Las vías de metabolización del ácido araquidónico,
la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa. tampoco son responsables del efecto del TNFa sobre
tos niveles de mRNA de procolágeno a~(l).
11. En los cultivos contluentes de lipocitos. la enzima activada por la proteina O acoplada al
receptor del TNFcx depende del calcio libre intracelular, induce la acción de la PKC y es
sensible a ~entamicina. Todo esto indica que se trata de una PLC.
12. La enzima activada por la proteina G es una fosfolipasa C no sensible a la inhibición por
neomicina. Por lo tanto, no se trata de la PI-PLC.
13. Posteriormente existe una activación de la PKC. pero esta enzima no es mediadora del
efecto inhibitorio estudiado del INRi. Dicha activación atenúa el efecto inhibitorio del TNFa
sobre los niveles de procolageno u(Q. siendo una vía positiva en la regulación de estos
niveles.
14. La vía del cAMP no es una vía inducida inicialmente por el TNFa en los lipocitos en
cultivo. Sin embargo, es posible que la PKA esté implicada posteriormente en el efecto
inhibidor estudiado.




16. La inhibición del promotor del gen de procolágeno es más acusada sobre la región
localizada entre -1872 y -2300bp. Un mediador de dicho efecto podría ser el calcio libre
intracelular.
17. El TNFa estimula ¡a región cercana al origen de transcripción (entre -1872 y +1),
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